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Resume

L’obésité s’accompagne d’une dérégulation de la lipolyse responsable d’une libération excessive d’Acides
Gras Libres (AGL) qui sont des acteurs majeurs dans la mise en place de la résistance periphérique a
I’insuline. En parall¢le, il est maintenant bien établi qu’au cours de I’obésité, une altération de I’activité du
Systéeme EndoCannabinoide (SEC) dans plusieurs tissus métaboliques est observée. S’il est bien décrit que
I’hyperactivation de ce systéme au sein du Tissu Adipeux (TA) favorise son expansion, les conséquences
sur la lipolyse adipocytaire restent a déterminer.

Ces travaux de these ont pour objectif principal de préciser le réle du SEC dans la régulation de la lipolyse.
Pour cela, I’AEA, un agoniste des récepteurs aux cannabinoides 1 (CB1R) et le JZL195, un inhibiteur des
enzymes de dégradation des endocannabinoides, ont été utilises in vivo chez la souris et in vitro sur un
modéle d’explants pour augmenter le tonus endocannabinoide dans le TA et en mesurer les conséquences
sur I’activité lipolytique. Ensuite, les effets du blocage du SEC sur la lipolyse ont été étudiés chez la souris
obése par I’utilisation d’un antagoniste spécifique des CB1R, le Rimonabant.

Ces travaux montrent que I’activation du SEC adipocytaire dans des conditions d’insulinémie élevée
(période postprandiale) conduit a une altération du signal insulinique et a une perte de son effet
antilipolytique favorisant le relargage d’AGL et pouvant, a terme, conduire a des effets déléteres sur les
tissus périphériques. A I’inverse, lorsque les voies de signalisation a I’insuline sont peu actives comme c’est
le cas au cours du jetine, la stimulation du SEC s’accompagne d’une activation de la voie PI3K/Akt freinant
la lipolyse induite par le jeline et favorisant ainsi le stockage des lipides et I’expansion du TA. Cette
situation expérimentale est comparable a celle rencontrée au cours de 1’obésité qui est associée a la fois, a
une faible activité de la voie PI3K/Akt (résistance a I’insuline) et a une hyperactivation du SEC. Le blocage
des CB1R par le Rimonabant chez la souris obese, conduit a une stimulation importante de la lipolyse qui
semble dépendre d’une activation de I’adénylate cyclase. Etant donné qu’un traitement par le Rimonabant
s’accompagne ¢galement d’une augmentation du catabolisme des acides gras, il est raisonnable de penser
que dans ces conditions, les AGL libérés n’exercent pas leurs effets déléteres.

En conclusion, ces travaux suggérent que I’activation du SEC participe a I’installation d’une résistance a
I’insuline dans le TA qui pourrait, a plus long terme, s’étendre aux tissus périphériques via les effets
lipotoxiques des AGL issus de la lipolyse. Au cours de 1’obésité, 1’association d’une insulinorésistance et
d’un tonus endocannabinoide ¢levé favoriserait le stockage des lipides et I’expansion de la masse grasse.
Au final, le blocage ciblé des CB1R du TA pourrait constituer une piste thérapeutique intéressante pour

lutter contre les dérégulations métaboliques associées a 1’obésité.

Mots clés: Obesité, Insulinorésistance, Systéme Endocannabinoide, Tissu Adipeux, Lipolyse,

Métabolisme glucido-lipidique



Abstract

Obesity is accompanied with lipolysis deregulation responsible for excessive Free Fatty Acid (FFA) release,
which are key actors in the implementation of peripheral insulin resistance. In parallel, it is now well
established that obesity is associated with EndoCannabinoid System (ECS) activity dysfunction in several
metabolic tissues. If it is well described that overactivation of this system in the Adipose Tissue (AT) is
favourable to its expansion, the consequences on lipolysis remain to be elucidated.

The main objective of this thesis work was to precise the role of ECS on lipolysis regulation. To achieve
this, AEA, a cannabinoid receptor 1 (CB1R) agonist and JZL195, an inhibitor of the enzymes responsible
for the degradation of endocannabinoids, were used, in vivo in mice and in vitro on an explant model, to
increase the endocannabinoid tone in the AT and analyse the consequences on lipolytic activity. Then, ECS
blockade effect on lipolysis was studied in obese mice by using a specific CB1R antagonist, Rimonabant.
This work demonstrates that activation of ECS under high insulinemia condition (postprandial state) alters
insulin signalling limiting its antilipolytic effect and increasing FFA release which can ultimately be
deleterious for peripheral tissues. Conversely, when insulin signalling pathways are weakly activated, as it
is the case during fasting, ECS activation comes with PI3K/Akt activation impeding fasting induced
lipolysis and promoting lipid storage and AT expansion. This experimental situation resembles that
encountered in obesity which is associated, both with low activity of PI3K/AKkt pathway (insulin resistance)
and ECS overactivation. CB1R blockade by Rimonabant in obese mice lead to a strong stimulation of
lipolysis which seems to be dependent on adenylate cyclase activation. Considering that Rimonabant
treatment was also reported to be associated with improved fatty acid catabolism, it can be advanced that
FFA released in excess in these conditions, do not have deleterious effects.

In conclusion, this work suggests that ECS activation is involved in the onset of AT insulin resistance which
ultimately could indirectly affect peripheral tissues via lipolysis derived FFA lipotoxicity. During obesity,
the association of insulin resistance and ECS tone elevation would promote lipid storage and AT expansion.
Finally, AT CBI1R specific blockade could constitute an interesting therapeutic target limiting metabolic

deregulations linked to obesity.

Key words: Obesity, Insulin Resistance, Endocannabinoid System, Adipose Tissue, Lipolysis, Lipid and
carbohydrate metabolism
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Chapitre 1 : De l’obésité au diabéte de type 2

. De ’obésité au diabeéte de type 2
A. Definition

Depuis la fin des années 1990, la prévalence de 1’obésité dans le monde ne cesse d’augmenter et atteint
désormais des proportions épidémiques. L’obésité, reconnue comme une pathologie par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) en 1848, est devenue un reel probléeme de santé publique tant dans les pays
développés que dans les pays en voie de développement, chez les adultes comme chez les enfants. Selon
I’OMS, I’obésité se définit comme « une situation au cours de laquelle ’organisme accumule de maniere
anormale ou excessive de la graisse et pouvant étre néfaste pour la santé ». C’est une maladie du Tissu
Adipeux (TA), le tissu responsable du stockage des réserves énergétiques de 1’organisme sous forme de
graisses.

Cependant, la répartition de cet excés de graisses dans 1’organisme, les facteurs de risque de maladies

chroniques et la morbidité qui lui sont associés varient d’un sujet a un autre (Vague, 1956). C’est pour cette

raison que 1’on parle, non pas d’une obésité mais des obésités :

- L’obésité gynoide, Se caractérisant par une augmentation de la masse grasse sous-cutanée localisée
principalement dans la partie basse du corps (au niveau des hanches et des fesses), est associée a un

faible risque de développer un diabéte de type 2 (DT2) et un syndrome métabolique.

- L’obésité androide, qui se caractérise par une accumulation de masse grasse principalement au
niveau abdominal dans la partie haute du corps, est associée a un risque élevé de DT2 et de syndrome
métabolique

Cette maladie est la conséquence de 1’évolution des modes de vie avec une augmentation de la sédentarité
et une modification des habitudes alimentaires tournée vers une plus grande consommation d’aliments
riches en graisses (OMS, 2003). Elle résulte ainsi d’un déséquilibre entre les apports et les dépenses
énergétiques. La dépense énergétique est la résultante de trois composantes : le métabolisme basal ou
dépense énergétique de repos qui représente environ 60% de la dépense énergétique totale, la thermogenese
postprandiale (10%) et I’activité physique (30%) dont la proportion peut varier d’un individu a 1’autre.

Le surpoids et I’obésité sont estimés par 1’Indice de Masse Corporelle (IMC) qui se calcule en divisant la
masse corporelle (kg) par la taille élevée au carré (m?). On parlera de surpoids si I’IMC est supérieur ou
égal & 25, d’obésité pour un IMC supérieur ou égal a 30 et d’obésité morbide pour un IMC supérieur ou
égal a 40 (OMS, 2003).
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B. Prévalence
1) En France

En France, I’industrie pharmaceutique Roche lance en 1997, I’étude épidémiologique ObEpi menée en
collaboration avec I’'INSERM, I’hopital de la Pitié-Salpétriére et Kantar Health. Les derniers résultats de
1’étude obtenus en 2012 aupres d’une cohorte de 27 131 individus ages de 15 ans et plus, représentatif de
la population francaise, montrent que 32,3% des francais adultes sont en surpoids et 15% présentent une
obésité. Le nombre de personnes obeses en 2012 était ainsi estimé a environ 6,9 millions, soit plus de 3
millions de personnes supplémentaires par rapport au début de I’é¢tude en 1997. Cela représente une
augmentation relative de 76%. En 2012, comme depuis 2003, cette prévalence est plus élevée chez les
femmes avec 15,7% que chez les hommes avec 14,3% (p<0,001) (Roche, 2012).

En 2016, une étude basée sur 28 895 participants issus de la cohorte épidémiologique Constances lancée
en 2013 et constituée d’un échantillon de 200 000 adultes 4gés de 18 a 69 ans, suggére que la prevalence
du surpoids était de 41,0% chez les hommes et 25,3% chez les femmes. Selon, I’Institut National de Veille
Sanitaire (INVS), la prévalence de I’obésité globale était de 15,8% pour les hommes et de 15,6% pour les
femmes (INVS, 2016). Neanmoins, la comparaison de données anthropométriques entre 1’Etude Nationale
Nutrition Santé (ENNS) de 2006 et I’Etude de SanT¢ sur I’Environnement, la Biosurveillance, 1’ Activité
physique et la Nutrition (ESTEBAN) de 2015, indique une stabilité du surpoids (obésité incluse) a 49% et

celle spécifique de I’obésité a 17% en moyenne chez les adultes en France (INVS, 2017).

2) Dans le monde

Selon les données de ’OMS, le nombre de cas d’obésité a plus que doublé entre 1980 et 2014. En 2014,
plus de 1,9 milliard d’adultes &gés de plus de 18 ans étaient en surpoids dont plus de 600 millions d’obéses.
En pourcentage, on estime a 39% le nombre d’adultes agés de plus de 20 ans et plus atteints de surpoids et
13% atteints d’obésité (11% d’hommes et 15% de femmes). Enfin d’ici 2030, le nombre de personnes en

surpoids devrait atteindre les 3,3 milliards.

C. Etiologie

L’épidémie d’obésité est le résultat d’un ensemble de facteurs qui sont a la fois, génétiques,
comportementaux, environnementaux, démographiques, économiques et socio-culturels. L’ensemble de
ces facteurs étant a 1’origine d’un déséquilibre de la balance énergétique favorable a I’augmentation de la

masse grasse.
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1) Facteurs environnementaux et comportementaux

Parmi les causes fondamentales de 1’obésité, les facteurs comportementaux et environnementaux jouent un
role prépondérant et sont considérés comme les facteurs pouvant influencer le plus la prise de poids selon
I’OMS. Le concept de « transition nutritionnelle » a été mis en avant par Popkin en 2004 pour exposer le
lien entre I’évolution des modes de vie observée ces derniéres décennies et I’augmentation de la prévalence
de I’obésité dans le monde (Popkin, 2004). Parmi les changements observés dans les comportements
alimentaires, on assiste de maniére générale a une augmentation de la densité énergétique des régimes au
quotidien avec notamment une augmentation de la consommation de produits gras, sucrés et d’origine
animale au détriment de la consommation de fibres (fruits et Iégumes) (Popkin, 2004, 2005). En paralléle,
I’augmentation de la sédentarité et la baisse de 1’activité physique au quotidien sont également associés a
I’épidémie d’obésité (Hill and Melanson, 1999; Rising et al., 1994). En effet, la dépense énergétique
nécessaire aux déplacements a vu sa part diminuer avec 1’avancée technologique.

Bien que la contribution de la baisse de la dépense énergétique d’une part et de I’augmentation des apports
énergétiques d’autre part soit difficile a quantifier, il en résulte un déséquilibre de la balance énergétique

favorisant I’épidémie d’obésité.

2) FEacteurs génétiques

La composante génétique apparait également étre un facteur majeur dans le développement de I’obésité.
En effet, plusieurs études ont mis en avant la susceptibilité génétique a I’obésité et au surpoids en réponse
a I’environnement. Ainsi on distingue I’obésité monogénique et I’obésité commune.

La premiére mutation a avoir été décrite est celle observée chez la souris ob/ob déficiente pour le géne de
la leptine. Chez I’Homme, les sujets atteints de cette mutation présentent une forme trés sévere d’obésité
(Montague et al., 1997) associée a une hyperphagie, un hypogonadisme, une puberté retardée, une
augmentation des infections et un déficit immunitaire. Ces défauts sont corrigés par I’injection de leptine
(Farooqi et al., 1999). En plus du récepteur a la leptine (Clément et al., 1998) , d’autres mutations ont
ensuite éte identifiées dans des familles présentant des cas d’obésité monogénique comme celle concernant
le gene de la ProOpioMeélanoCortine (POMC) précurseur de 1’hormone mélanotrope (a-Melanocyte
Stimulating Hormone, a-MSH), un peptide anorexigénique (Krude et al., 1998), celui de la proconvertase
impliquée dans la conversion de la pro-insuline en insuline (Jackson et al., 1997) ou encore celui codant
pour le récepteur hypothalamique aux mélanocortines (MelanoCortine 4 Receptor, MC4R) (Hinney et al.,
1999). La mutation sur le gene codant pour MC4R représente la forme la plus fréquente d’obésité
monogénique et pourrait étre responsable de 1 & 6% des obésités severes Ces formes d’obésité
monogeéniques étant tres rares, certains individus sont néanmoins plus susceptibles de développer la
pathologie dans un environnement similaire suggérant ainsi une prédisposition génétique et une interaction
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gene-environnement. En effet, des études réalisées sur des populations indiennes Pimas suggérent que cette
ethnie présente une forte susceptibilité génétique a I’obésité qui ne s’exprime que lorsqu’elle est soumise a
des conditions stimulantes, représentées par la seédentarité et une alimentation trés énergétique (Ravussin et
al., 1994). Ainsi, un individu présentant un fond génétique « favorable », dans un contexte de sédentarité
et de mauvaises habitudes alimentaires, sera plus a risque de développer la pathologie.

Finalement, 1’évolution des modes de vie avec une surconsommation alimentaire et une augmentation de
la sédentarité, associée a un contexte génétique « a risque » ont pour conséquence le développement de
I’obésité et du surpoids. C’est pourquoi, I’obésité commune est considérée comme une maladie dite
multifactorielle puisqu’elle dépend a la fois d’une composante environnementale majeure et d’une

composante génétique mineure.

D. Obésité, insulinoreésistance et diabete de type 2
1) Obésité et syndrome métabolique

L’obésité, en affectant directement ou indirectement un nombre important d’organes, constitue un facteur
de risque majeur d’un grand nombre de maladies chroniques comme la stéatose hépatique non alcoolique
(Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD), le DT2, les maladies cardio-vasculaires, les problémes
respiratoires, des complications ostéo-articulaires, ou encore certains cancers (OMS, 2003).

L’obésité est intimement associée au syndrome métabolique qui se définit comme un ensemble de
dérégulations métaboliques et vasculaires prédisposant les sujets au DT2 et a des maladies
cardiovasculaires. D’aprés la Fédération Internationale du Diabéte (FID), I’obésité centrale est un critére
prérequis qui doit étre associé a au moins deux autres criteres (Tableau 1) pour affirmer un syndrome
métabolique (Alberti et al., 2005).

Tableau 1 : Définition centrale du syndrome métabolique selon la FID
(Alberti et al., 2005)
Présence d’obésité centrale (circonférence de la taille) : 94 cm (hommes) et 80 cm (femmes)
(population caucasienne) et deux des parametres parmi les suivants :

Parameétres Critéeres
Triglycérides élevés > 1,7 mmol/L
Ou traitement spécifique pour cette anormalité lipidique
Cholestérol HDL diminué <0,9 mmol/L chez les hommes

<1,1 mmol/L chez les femmes
Ou traitement spécifique pour cette anormalité lipidique

Glycemie a jeun elevée >5,6 mmol/L,
Ou diabete de type 2 diagnostiqué précédemment
Hypertension >130 mmHg (systolique)

>85 mmHg (diastolique)
Ou traitement médicamenteux pour 1’hypertension
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Le terme de «diabésité» est aujourd’hui utilisé pour définir I’augmentation de la prévalence du diabéte au

regard de celle de I’obésité.

2) Obésité et diabétes

D’une manicre générale, le diabéte se définit comme une élévation anormale de la glycémie dans le sang.
On parle d’hyperglycémie chronique.

D’apreés la 7éme édition de 1’ Atlas du diabéte de 1a FID, le diabéte touche actuellement pres de 415 millions
de personnes dans le monde et d’ici 2040, ce chiffre devrait atteindre les 642 millions (FID,
2015) (Figure 1).
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Figure 1 : Estimations du diabete dans le monde en 2015 et 2040 (20-79 ans) selon la FID
D’apres la 7eme édition de I’Atlas du diabete de la FID

En France, d’aprés I’INVS, en 2015, le nombre de patients diabétiques sous traitement pharmacologique a
été estimé a 3,3 millions avec environ 92 % de diabétiques de type 2. A ce chiffre s’ajoute également, les
diabétiques non diagnostiqués et non traités (INVS, 2009).

La pathologie du diabete en regroupe deux principaux types: le type 1 et le type 2 anciennement dit
insulinodépendant et non insulinodépendant respectivement. Le diabéte de type 1, considéré comme une
maladie auto-immune, est la forme la moins courante de la pathologie puisqu’elle représente moins de 10%
des cas de diabete (Scully, 2012). 1l est causé par une destruction des cellules B du pancréas, sécrétrices
d’insuline notamment par les lymphocytes T. Il en résulte un état de déficience de sécrétion d’insuline. Le
DT2, qui comptabilise plus de 90% des cas de diabete (Scully, 2012), est la forme la plus fréquente de la
pathologie. Cette pathologie présente une composante génétique mais est également fortement influencée

par des facteurs environnementaux comme I’age, 1’obésité, I’alimentation, I’activité sportive et la grossesse.
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3) Etiologie du diabéte de type 2

Le DT2 est associé a un certain nombre de dérégulations métaboliques telles qu’un défaut de sécrétion
d’insuline (ou insulinopénie), un défaut d’action de I’hormone sur ses tissus cibles (ou insulinorésistance)
qui s’accompagne également d’une augmentation de la production hépatique du glucose. L’ensemble
participe a I’installation d’une hyperglycémie chronique. Le DT2 est ainsi défini par une glycémie a jeun
supérieure a 1,26 g/L soit 7 mM. Il se caractérise par une détérioration progressive de la tolérance au
glucose, c’est-a-dire la capacité des tissus a utiliser le glucose, en passant d’une tolérance au glucose dite
« normale » a une tolérance au glucose dite « altérée ». De plus, il est également associé a une augmentation
des concentrations d’Acides Gras Libres (AGL) et de TriGlycérides (TG) plasmatiques. Cependant, la
chronologie de ces différents événements ne fait pas ['unanimité dans la communauté scientifique mais il
semblerait que la phase finale commune responsable du développement du DT2 soit une defaillance des

cellules B du pancréas a compenser la résistance a ’insuline (Kahn, 1998).

4) Rappels sur le role de linsuline dans la régulation de la glycémie
a. L’insuline et sa sécrétion

L’insuline est une hormone qui joue un role primordial dans le maintien de I’homéostasie glucido-lipidique.
Elle est produite au sein des cellules f du pancréas et est stockée sous forme de microcristaux co-précipités
avec du zinc dans des vésicules de sécrétion (Steiner et al., 2009) pendant plusieurs jours. La libération
d’insuline par les vésicules de sécrétion se fait par un mécanisme d’exocytose apres translocation des
vésicules du cytoplasme vers la membrane et fusion des membranes de la vésicule avec la membrane
plasmique.

Lorsque la glycémie augmente, le glucose pénetre dans la cellule B par le transporteur de glucose GLUT2.
Ce glucose est alors phosphorylé en glucose-6-phosphate et entre dans la voie de la glycolyse pour étre
métabolisé en pyruvate puis utilisé comme substrat par la mitochondrie pour la respiration oxydative. Le
métabolisme du glucose va alors générer des composés indispensables a 1’exocytose des granules de
sécrétion. L’Adénosine TriPhosphate (ATP) produit va permettre la fermeture des canaux potassiques et
I’induction d’une dépolarisation membranaire a 1’origine de I’ouverture de canaux calciques voltage-
dépendants aboutissant a 1’entrée massive de calcium dans la cellule responsable de 1’exocytose des

granules de sécrétion (Magnan and Ktorza, 2005) (Figure 2)
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vhessn sl Figure 2 : Sécrétion d’insuline stimulée par le
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Cette sécrétion d’insuline est qualifiée de biphasique avec un premier pic de sécrétion appelé pic précoce
qui a lieu tres rapidement en réponse au glucose, soit 1 & 2 min aprées son entrée dans la cellule et qui dure
quelques minutes seulement (Figure 3). Elle correspond a la sécrétion aiglie d’insuline stockée dans les
vésicules de sécrétion et ne dépend pas du niveau d’hyperglycémie (Pfeifer et al., 1981). Le réle de ce pic
serait de sensibiliser les tissus a I’action de I’hormone. Cette premiére phase est suivie d’un pic de sécrétion
tardif qui intervient 10 min apres la stimulation, qui se maintient jusqu’a 1’arrét de la stimulation et qui est
proportionnelle a la concentration en glucose plasmatique. Cette phase se caractérise par la sécrétion
d’insuline nouvellement synthétisée de facon progressive et moins intense que la premiere phase (Pfeifer
et al., 1981). Chez les sujets diabétiques, la premiére phase de sécrétion d’insuline disparait et la seconde

phase est atténuée et retardée (Pfeifer et al., 1981).

A .
First Phase

Figure 3 : Sécrétion biphasique de linsuline

La production basale d’insuline est faible. En réponse
a l’hyperglycémie, la sécrétion d’insuline est rapide et
importante entrainant un premier pic de sécrétion ou
phase précoce. Cette phase précoce est suivie d 'une
chute de la sécrétion en restant & un niveau supérieur
a la production basale et qui se maintient de maniére
prolongée jusqu’a [’arrét de la stimulation (phase
tardive) (Meloni et al., 2013)

Second Phase
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b. Réle de insuline sur ses tissus cibles

L’insuline est une hormone anabolique qui présente des effets pléiotropes (Figure 4).

D’une part, elle va jouer un réle fondamental dans la régulation du métabolisme énergétique a la fois au
niveau lipidique et glucidique en favorisant le stockage des nutriments principalement dans le foie, le
muscle et le TA (Capeau, 2003).

Sur le métabolisme glucidique, 1’insuline va étre a I’origine d’une augmentation du captage du glucose par
le transporteur GLUT4 et une augmentation de la glycolyse (en augmentant 1’activité des enzymes
hexokinase et 6-phosphofructokinase) au niveau musculaire et adipocytaire. De plus, elle stimule la
synthese de glycogéne et inhibe la glycogénolyse au niveau hépatique et musculaire. Enfin, dans le foie,
I’insuline inhibe également la néoglucogenése (Dimitriadis et al., 2011). L’ensemble de ces effets étant
favorable a un stockage du glucose sous forme de glycogéne.

Au niveau lipidique, I’insuline va inhiber la lipolyse adipocytaire, stimuler la lipogenese dans les trois
tissus, diminuer la production de lipoprotéines de trés faible densité ou VLDL par le foie, augmenter le
captage des TG plasmatiques au niveau musculaire et adipocytaire et enfin diminuer la B-oxydation au
niveau musculaire et hépatique (Verges, 2015).

Enfin, I’insuline va jouer un rdle sur le métabolisme protéique en favorisant la synthese et en inhibant la
dégradation au niveau musculaire mais également sur I’apoptose en I’inhibant et sur la synthése d’ADN en
la stimulant (Dimitriadis et al., 2011).

Transport du glucose
(muscles et tissu udipeux)
Lipogenése
+ (foie et + tissu adipeux)
Glycogénogenese

= (muscles et foie)

O . o
« + Syntheése protéique
» . (toutes cellules)

1
a
l_ el -
\ Expression des genes
\ (toutes cellules)
. Apoptose

(toutes cellules)

Synthése d’ADN
(toutes cellules)

Figure 4: Effets pléiotropes de l’insuline
(Capeau, 2003)
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c. Voies de signalisation de ’insuline

Il existe plusieurs voies de signalisation de 1’insuline (Figure 5) mais toutes ces voies ont en commun le
récepteur a I’insuline et les substrats du récepteur a 1’insuline (Insulin Receptor Substrate, IRS). La fixation
de I’insuline sur son récepteur au niveau des sous-unites a extracellulaires va conduire & un changement de
conformation du récepteur et a un rapprochement des sous-unités B intracellulaires. La trans-
phosphorylation des résidus tyrosines d’une chaine f a 1’autre aboutit a I’activation du domaine tyrosine
kinase de la chaine. Ce domaine, une fois activé, va alors phosphoryler d’autres résidus tyrosines de la
chaine § entrainant I’autophosphorylation compléte du récepteur ainsi que la phosphorylation des protéines
IRS. Ces protéines vont ensuite relayer le signal dans différentes voies de signalisation dont les principales
sont celles initiées par 1’activation de la Phosphatidyl-Inositol 3 Kinase (P13K) couplée a la Protéine Kinase
B (PKB ou Akt) et celle initiée par 1’activation de la protéine Ras couplées aux kinases MAP (Mitogen-
Activated Protein Kinase, MAPK). D’une maniére générale, la voie PI3K/Akt va relayer les effets
métaboliques de I’hormone tels que la synthése protéique, la synthése de glycogeéne, le transport du glucose,
la lipolyse, la transcription de génes impliqués dans les voies de la lipogenése et de la néoglucogenese alors
que la voie Ras/MAPK participe aux effets mitogéniques de I’hormone en favorisant I’expression de génes
impliqués dans la différenciation et la prolifération cellulaire. Cependant, ces deux voies de signalisation
sont interconnectées entre elles et peuvent s’activer mutuellement (Capeau, 2003; Saltiel and Kahn, 2001).
Enfin, la signalisation insulinique se termine par une internalisation du complexe récepteur/insuline par
endocytose. Cette internalisation a pour objectif de diminuer le signal insulinique et la réponse des cellules
a ’hormone. Suite a ’internalisation du complexe, I’insuline se dissocie du récepteur pour étre dégradée
par le lysosome. Le récepteur, quant a lui, est soit dégradé, soit recyclé a la membrane. Puisque le récepteur
a I’insuline conserve son activité tyrosine kinase une fois dissocié de 1’insuline, une déphosphorylation des
résidus tyrosines de la sous-unité B est réalisée par des tyrosines phosphatases afin d’atténuer le signal
insulinique (Guglielmo et al., 1998). De plus, le récepteur est soumis a des phosphorylations inhibitrices
par des sérines kinases telles que mTOR, p70S6 kinase ou encore PKCzeta, activées par la signalisation
insulinique elle-méme, qui vont également participer a la terminaison du signal insulinique (Tanti and Jager,
2009)
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Récepteur a l'insuline
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Fiqure 5: Principales voies de signalisation activées par l’insuline

La fixation de ['insuline sur son récepteur conduit a [’activation des protéines substrats IRS qui vont relayer
le signal par ['intermédiaire de deux grandes voies de signalisation : la voie PI3K/Akt (coté droit sur le
schéma) a [’origine d’un ensemble d’effets métaboliques tels que la synthése protéique, la synthese de
glycogene, le transport de glucose, ['inhibition de la lipolyse, l'inhibition de |’apoptose et la voie des MAPK
(coté gauche sur le schéma) impliquée dans la prolifération et la différenciation cellulaire

(Réalisée a partir de la banque d’images PowerPoint Servier Medical Art)

Adapté de (Capeau, 2003)

5) De Uinsulinorésistance au diabéte de type 2

La surcharge pondérale et plus particuliérement 1’expansion du TA viscéral apparait comme un facteur
majeur dans le développement de la résistance a I’insuline. En effet, la majorit¢ des individus
insulinorésistants sont en surpoids ou obéses (Mokdad et al., 2000). De plus, chez 75 a 80 % des patients,
le DT2 est précédé d’une résistance a 1’insuline, d’une hyperinsulinémie, d’une dyslipidémie et d’une
obésité (Leibowitz et al., 2007).

L’insulinorésistance se définit comme une baisse de sensibilité générale des tissus a 1’action de I’insuline
due a une altération de la voie de signalisation insulinique. Elle se traduit par ’incapacité des tissus cibles
a utiliser convenablement les substrats énergétiques (acides gras et glucose). En effet, on assiste a la fois a
une altération du métabolisme glucidique avec une diminution de transport et de 1’utilisation du glucose
dans le muscle et le foie, une augmentation de la néoglucogenese dans le foie et a une altération du
métabolisme lipidique qui se traduit par une diminution du stockage lipidique, du transport du glucose et
de la lipogenese de novo ainsi qu’une augmentation de la lipolyse dans le TA et une altération du
métabolisme des lipoprotéines dans le foie.

Si le pancréas va jouer un role majeur dans le maintien d’une tolérance au glucose, on assiste a terme a
I’incapacité de ce tissu a pallier a I’insulinorésistance qui se traduit alors par une intolérance au glucose et
au développement du DT2. Selon Weir GC. et al., la pathologie progresse en 5 grandes étapes au cours

desquelles on assiste progressivement a un dysfonctionnement des cellules 3 du pancréas (Figure 6) :
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- Lapremiere étape se caractérise par un phénomeéne de compensation de la résistance a I’insuline.

Au cours de cette phase, la sécrétion d’insuline est augmentée en vue de contrer la résistance a
I’insuline et de maintenir une glycémie normale. Cette phase est caractérisée par un maintien de la
masse des cellules B ainsi qu’un maintien de la capacité de sécrétion aigie d’insuline.

- La deuxieme étape est une phase stable dite d’adaptation des cellules B pancréatiques au cours

de laquelle on observe une diminution de la masse des cellules B ainsi qu’une perte de fonction des
cellules soit une diminution de la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose ainsi qu’une perte de
la capacité de dédifférenciation. A ce stade, les cellules ne sont plus capables de compenser
I’insulinorésistance, d’ou 1I’observation d’une augmentation de la glycémie (5,0-6,5 mmol/L).

- Laphase 3 est une phase de transition instable au cours de laquelle on observe un phénomeéne de
décompensation précoce. Durant cette phase, les cellules B, présentes en quantité limitée, ne sont
plus capables de maintenir une glycémie dans un état pré-diabétique. On observe ainsi une
augmentation rapide de la glycémie (7,3 mmol/L).

- Cette décompensation se stabilise ensuite au cours de la phase 4 ou la glucotoxicité conduit a une
perte de masse sévere des cellules B qui peut atteindre 50% due a une dédifférenciation des
cellules B. Ceci conduit donc a une diminution de la sécrétion d’insuline qui reste tout de méme
suffisante pour limiter I’acidocétose due a 1’accumulation de corps cétoniques.

- Enfin, durant la phase 5, la perte massive des cellules B ne permet plus de contenir I’acidocétose
puisque la production d’insuline est fortement altérée. Durant cette étape la glycémie peut atteindre

3,5 g/L

Cet état de résistance a I’insuline apparaitrait 10 a 20 ans avant le début de la pathologie et représente donc

un bon marqueur prédictif de la maladie (Shulman, 2000). On parle souvent d’état pré-diabétique.

. L ]
Insulino- - =
sécrétion T

Tolérance au Intolérance Diabéte Diabéte décompensé Insulinorequérance
glucose normale au glucose débutant (insulinopénie relative) (insulinopénie absolue)

D'aprés Biickié JF. Traitements oraux cu diabéte. Encyci Med Chir (Eisevier, Paris), Endocrinologie-Nutrition, 16366 - R« 20, 1999, 140.
Figure 6 : Histoire naturelle du diabete de type 2 : du pré-diabéte au diabéte
(CEEDMM, 2010)
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6) Insulinorésistance : la_conséquence d’un_dysfonctionnement du_tissu
adipeux ?

Le TA joue un role fondamental dans le maintien de I’homéostasie énergétique en assurant un €quilibre
entre le stockage et le déstockage de 1’énergie qu’il contient. L’insuline est un régulateur important de cet
équilibre puisqu’elle favorise, en période postprandiale, le stockage sous forme de TG et limite le relargage
de ces AGL au niveau systémique en freinant la lipolyse.

Cependant, au cours de I’obésité et notamment suite a un stress métabolique important induit par un apport
alimentaire excessif, on assiste a une hypertrophie du TA qui s’accompagne d’une induction de différents
stress cellulaires tels que le stress du Réticulum Endoplasmique (RE), I’hypoxie, le stress oxydant ainsi que
d’une inflammation conduisant a terme a la dysfonction du TA. Il en résulte un désequilibre de
I’homéostasie du TA caractérisé entre autres par une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires et une altération de la voie de signalisation insulinique qui conduit a une dérégulation de la
lipolyse adipocytaire et a une libération accrue d’AGL (McQuaid et al., 2011).

Or, il est maintenant bien décrit que le dysfonctionnement de la lipolyse adipocytaire joue un rdle majeur
dans la mise en place de la résistance a I’insuline périphérique via des dépdts ectopiques de lipides et
I’induction d’une lipotoxicité dans des organes périphériques tels que le foie, le muscle et le pancréas
(Boden, 1997; Cusi, 2010; Shulman, 2000). Cette hypothése est renforcée par les travaux récents de
Girousse et al. qui montrent que I’inhibition partielle de la lipolyse par des approches génétiques ou
pharmacologiques conduit a une diminution des dépots ectopiques de lipides dans les organes périphériques
et s’accompagne d’une meilleure tolérance au glucose et d’une meilleure sensibilité a I’insuline (Girousse
etal., 2013).
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Il. Le tissu adipeux blanc : de la physiologie a la pathologie

Chez les mammiferes, il existe deux grands types de TA : le TA blanc et le TA brun dont les fonctions
métaboliques sont différentes. Le TA brun est principalement impliqué dans la dissipation de 1’énergie sous
forme de chaleur, la thermogenese.

Le TA blanc, quant a lui, représente le principal réservoir d’énergie de I’organisme du fait de sa capacité a
stocker de grandes quantités de TG. D’autre part, il est également capable de restituer cette énergie en cas
de besoin via la lipolyse adipocytaire (Figure 7). Ce tissu peut représenter 15 a 25% du poids corporel chez
une personne considérée comme “mince” et peut s’élever jusqu’a 50% dans des cas d’obésité morbide.
Longtemps considéré comme un simple réservoir d’énergie, cet organe a également la capacité de
synthétiser et de sécréter des hormones et cytokines appelés adipokines pouvant agir de fagons autocrine et
endocrine (Ailhaud, 2000).

Enfin, un troisieme type de TA a été décrit plus récemment. Il se caractérise par la présence, a la fois
d’adipocytes blancs et d’adipocytes bruns a forte activité thermogénique (Wu et al., 2012). Ces derniers ne
dérivent pas des mémes précurseurs que les adipocytes bruns classiques mais de précurseurs adipogéniques
comme les adipocytes blancs, ¢’est pourquoi ils sont appelés adipocytes « beiges » ou «brites». Ces cellules
émergent au sein du TA blanc dans certaines conditions (exposition au froid ou aux catécholamines) et

favorisent la dépense énergétique ; c’est le phénomene de brunissement du TA blanc ou « beigeing ».
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Figure 7: Schéma général du métabolisme adipocytaire et devenir du glycérol et des AGL

(Réalisée a partir de la banque d’images PowerPoint Servier Medical Art)
D ’apres (Rodriguez et al., 2006)
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A. Le tissu adipeux blanc, un tissu hétérogeéne

Le TA blanc est un type particulier de tissu conjonctif lache dans lequel les cellules adipeuses, appelées
adipocytes, sont tassées les unes contre les autres. Ces amas de cellules sont séparés par des espaces dans
lesquels se trouve un tissu présentant une grande hétérogénéité cellulaire : la Fraction Stroma-Vasculaire
(FSV).

1) Les adipocytes blancs

Les adipocytes blancs se caractérisent par une grande et unique vacuole remplie de lipides (graisse
uniloculaire) entrainant un refoulement du noyau vers la périphérie, un cytoplasme réduit et un nombre
limité de mitochondries. Ces adipocytes se caractérisent par une grande plasticité du fait de la présence de
cette vacuole pouvant représenter 95% du volume cytoplasmique.

Ce tissu joue un rdle de réservoir en accumulant 1’énergie en exces de 1’organisme sous forme de graisses.
Les adipocytes présentent une capacité d’extensibilité importante. Un adipocyte blanc peut atteindre une
taille de 100-150 pm. Ainsi, ce tissu a la particularité de pouvoir s’adapter aux apports et besoins de

I’organisme en énergie.

2) La fraction stroma-vasculaire

En plus des adipocytes, qui représentent environ 50 a 75% de la totalité des cellules du tissu, on distingue
également d’autres types cellulaires contenus dans la FSV (Figure 8). Cette fraction est composée d’un
grand nombre de cellules progénitrices et notamment des cellules souches mésenchymateuses multipotentes
(Rodriguez et al., 2005) qui vont devenir les futurs pré-adipocytes et adipocytes matures (Prunet-Marcassus
et al., 2006). De plus, on retrouve également dans cette fraction, des cellules hématopoiétiques telles que
des monocytes/macrophages et lymphocytes T, ces derniers représentant environ 30% des cellules de la
FSV (Prunet-Marcassus et al., 2006). On trouve également des fibroblastes, des cellules musculaires lisses,

des cellules endothéliales et des fibrilles de collagene.
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Fibres de collagéne
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Figure 8: Hétérogénéité cellulaire du tissu adipeux.
(Réalisée a partir de la banque d’images PowerPoint Servier Medical Art)

B. La lipolyse adipocytaire

La lipolyse est le processus physiologique permettant la libération d’AGL dans la circulation sanguine a
partir des réserves en TG contenus dans I’adipocyte. Au cours de la lipolyse, les TG sont hydrolysés
successivement en DiAcylGlycérols (DAG) puis en MonoAcylGlycérols (MAG) pour libérer au final trois

molécules d’AGL et une molécule de glycérol (Figure 9).

1) Hydrolyse des triglycérides par les lipases

La Lipase Hormono Sensible (LHS) a longtemps été considérée comme 1I’enzyme limitante de la lipolyse.
Cependant, I’invalidation génétique de cette lipase a révélé une activité lipolytique basale résiduelle
suggérant ainsi la présence et I’intervention de lipases additionnelles (Jenkins et al., 2004; Villena et al.,
2004; Zimmermann et al., 2004). Ainsi, des études ont mis en évidence I’implication de 1’Adipose
TriGlycéride Lipase (ATGL) qui serait responsable de 75% de I’hydrolyse des acylglycérols chez des souris
déficientes en LHS (Zimmermann et al., 2004). La contribution de ces enzymes aux différentes étapes de
I’hydrolyse des TG a ensuite été étudiée au cours de différents travaux. Alors que la LHS est impliquée a
la fois dans I’hydrolyse des TG et des DAG avec une activité DAG hydrolase plus importante (Haemmerle
etal., 2002a), I’ATGL quant a elle, est majoritairement responsable de ’hydrolyse des TG (Bezaire et al.,
2009) (Figure 9). D’aprés Schweiger et al., 1a LHS et I’ATGL seraient responsables de 90% de la lipolyse
adipocytaire (Schweiger et al., 2006). De plus, alors que la LHS serait principalement responsable de la
lipolyse stimulée par les catécholamines, I’ATGL participerait principalement a I’hydrolyse des TG durant
la lipolyse basale (Langin et al., 2005; Large et al., 1999).

Enfin, la derniére étape qui consiste en 1’hydrolyse des MAG en AGL et glycérol est réalisée par la
MonoAcylGlycérol Lipase (MAGL) (Taschler et al., 2011) (Figure 9).
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L’acces des lipases aux TG contenus dans la gouttelette lipidique est régulée par des protéines appelées
périlipines qui recouvrent la gouttelette lipidique et qui sont activées par phosphorylation par les kinases
PKA et PKG (Langin, 2006a).

HSL
ATGL HSL MGL
TG \' DG \- MG ﬁ' Glycerol
FFA FFA FFA

FEiqure 9: Etapes de I’hydrolyse des TG au cours de la lipolyse
Adapté de (Nielsen et al., 2014)

a. L’Adipose Triglycéride Lipase ou ATGL

L’ATGL, encore appelée desnutrine ou PLA2E est majoritairement exprimée dans le TA blanc et brun. Son
activité enzymatique est principalement régulée par des co-régulateurs. Parmi eux, le CGI-58 (Comparative
Gene Identification-58) encore appelé ABDHS, contenant un domaine o/f hydrolase, est un régulateur
important de la lipase puisqu’il permet son activation via une interaction directe avec le domaine patatine
en N-terminal de I’ATGL. Ainsi, en situation basale, les périlipines-1 interagissent avec le CGI-58 limitant
sa liaison avec le domaine patatine de I’ATGL. Suite a une stimulation, la phosphorylation de la périlipine-1
par les protéines kinases conduit au relargage du CGI-58 et par conséquent a la libération de la lipase qui
pourra avoir acces a la gouttelette lipidique (Lass et al., 2006). De plus, un régulateur négatif de ’ATGL a
récemment été mis en évidence : la protéine GO/G1 Switch Gene 2 (G0S2) qui interagit également avec le
domaine patatine de I’ATGL (Yang et al., 2010). Ce co-répresseur agit de maniere non compétitive avec le
CGI-58 mais avec une capacité d’inhibition de I’ATGL qui est dominante sur I’activation de la lipase par
le co-activateur (Lu et al., 2010). Le niveau protéique de GOS2 dans le TA est régulé positivement par
I’insuline et négativement par des agonistes B-adrénergiques (Yang et al., 2010). De plus, I’induction de la
translocation de I’ATGL a la gouttelette lipidique par un agoniste B-adrénergique se traduit également par
la translocation de la protéine GOS2 suggérant une interaction constitutive du co-répresseur avec la lipase
(Yang et al., 2010).

D’autre part, une régulation transcriptionnelle du gene par différents facteurs a été mise en évidence par
plusieurs travaux. Ainsi, le gene de ’ATGL est régulé positivement par les glucocorticoides et le jetine
(Nielsen et al., 2011; Villena et al., 2004) alors qu’il est régulé négativement par 1’insuline, la prise
alimentaire et par I’activation de la voie p42/44 MAPK induite par le facteur de nécrose tumorale o (Tumor
Necrosis Factor a, TNFa) (Kim et al., 2006).

L’utilisation du modele de souris invalidées pour le géne de ’ATGL a permis de mettre en évidence

I’importance de cette enzyme dans la voie de la lipolyse. En effet, I’absence du géne de I’ATGL est associée
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a une diminution de la lipolyse basale et stimulée a 1’origine d’une augmentation des dépots de graisses
dans le TA mais également dans des organes périphériques tels que le foie, le muscle, le cceur favorisant
I’obésité et les complications cardio-métaboliques (Haemmerle et al., 2006). Ainsi, une augmentation de
I’utilisation des glucides est observée chez ces souris. En accord avec ces observations, une meilleure
tolérance au glucose associée a une meilleure sensibilité a I’insuline a été rapportée malgré un defaut de
sécrétion d’insuline par les ilots pancréatiques de ces animaux (Peyot et al., 2009). En effet, I’accumulation
des lipides neutres protégerait les tissus d’une altération de la voie de signalisation insulinique médiée
principalement par les dérives lipidiques tels que les AGL ou les DAG. Ainsi, ’ATGL, en plus d’étre
I’enzyme limitante de I’hydrolyse des TG, joue un réle majeur dans I’homéostasie glucido-lipidique de tous

les tissus périphériques.

b. La Lipase Hormono Sensible ou LHS

L’activité catalytique de la LHS est régulée directement et rapidement par des phosphorylations réalisées
par la Protéine Kinase A (PKA) ou G (PKG) suite & une stimulation adrénergique. Les principaux sites de
phosphorylation activant la lipase sont les sérines S563, S659 et S660 chez le rat et les résidus S552, S649
et S650 chez I’Homme. La phosphorylation du résidu S563 (S552) favoriserait la translocation de la lipase
du cytosol vers la gouttelette lipidique alors que la phosphorylation des deux autres résidus est nécessaire
pour I’induction de I’activité enzymatique.

A I’inverse, une phosphorylation sur le résidu sérine S565 (554 chez ’homme) par I’AMPK est responsable
de I’inhibition de la LHS par compétition allostérique avec le résidu adjacent S563 (S552 chez I’homme)
(Daval et al., 2005).

Pour exercer pleinement son action, la LHS doit avoir acces a la gouttelette lipidique et interagir avec le
domaine N-ter de la perilipine-1 pour permettre 1’hydrolyse des DAG (Nielsen et al., 2014).

L’efficacité catalytique de I’enzyme est également dépendante d’un autre facteur, la protéine FABP4 (Fatty
Acid Binding Protein 4) qui s’associe a la LHS phosphorylée formant ainsi un complexe transloquant du
cytosol a la surface de la gouttelette lipidique et permettant le transport des AGL libérés par la lipase en
dehors de I’adipocyte (Smith et al., 2007).

Contrairement aux observations faites sur le modele de souris déficientes pour I’ATGL, ’invalidation
génétique de la LHS n’est pas associée a une accumulation de TG dans le TA et les organes périphériques
mais plutét a une accumulation de DG (Haemmerle et al., 2002a). De plus, bien que la mobilisation des
graisses par le jeine ou par une stimulation B-adrénergique soit également altérée (Haemmerle et al., 2002b;
Mulder et al., 2003), ces souris sont résistantes a 1’obésité induite par un régime hyperlipidique (Harada et
al., 2003). En effet, ces animaux présentent une diminution de la masse du TA blanc et une augmentation
du TA brun a la fois sous régime standard ou hyperlipidique. En accord avec ces résultats, une augmentation
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de la température corporelle et de la dépense eénergétique a éte observée (Harada et al., 2003). En paralléle
d’une diminution du stockage des graisses dans le TA blanc, une altération du métabolisme adipocytaire
est observée chez ces animaux avec une diminution de la différenciation adipocytaire et de la capacité

lipogénique (Harada et al., 2003). La diminution de la production de ligands, via la lipolyse adipocytaire,
nécessaire a ’activation des facteurs de transcription PPARYy, pourrait étre a 1’origine de 1’altération de

I’adipogenese. De plus, une altération de la fonction endocrine des adipocytes a été rapportée par les travaux
d’Harada et al. avec notamment une diminution de I’expression de 1’adiponectine, de la leptine, de la
résistine et une augmentation du TNFa (Harada et al., 2003). Ces défauts pouvant étre responsables de
I’altération de la sensibilité a 1’insuline observée par plusieurs équipes (Harada et al., 2003; Mulder et al.,
2003). Néanmoins, la déficience partielle de cette lipase (HSL*") chez des souris soumises & un régime
hyperlipidique, bien qu’elle soit associée a une diminution de la lipolyse basale et stimulée, se caractérise
par un maintien de la masse du TA, de la morphologie des adipocytes, de la différenciation adipocytaire et
d’une meilleure sensibilité a I’insuline. (Girousse et al., 2013). En effet, une modification du flux d’acides
gras a été observée par les auteurs, qui suggerent, qu’en réponse a la diminution de la lipolyse adipocytaire,
on assiste a une diminution du captage des AG et a une augmentation du captage du glucose favorisant la
lipogenese de novo et permettant ainsi une amélioration du métabolisme glucidique et une restauration de
la sensibilité a I’insuline.

Dans D’ensemble, ces travaux suggerent qu’une diminution de [Dactivit¢ DG hydrolase permet

I’amélioration de complications métaboliques associées a 1’obésité.

c. La MonoAcyl Glycerol Lipase ou MAGL

La MAGL, qui catalyse la derniére étape d’hydrolyse des TG, est ubiquitaire mais avec un niveau
d’expression supérieur dans le TA (Taschler et al., 2011). Cette lipase est localisée a la fois dans le
cytoplasme, dans la membrane plasmique et sur la gouttelette lipidique. A ce jour, il existe peu de données
concernant la régulation de cette enzyme par des hormones suggérant que cette enzyme est
constitutionnellement active. Une étude suggeére néanmoins une régulation positive de ’ARNm de cette
lipase par les agonistes PPARy (Festuccia et al., 2006).

En comparaison avec des animaux déficients pour I’ATGL ou la LHS, des animaux déficients pour la
MAGL présentent une altération de la lipolyse qui reste modérée. Ces animaux accumulent des MG dans
le TA, le foie et le cerveau et sont résistants a 1’intolérance au glucose et a I’insulinorésistance induites par
un régime hyperlipidique bien que la prise de poids soit similaire a celle des animaux contrdles suggérant
ainsi qu’une diminution modérée du flux d’AGL est suffisante pour améliorer la résistance a I’insuline

(Taschler et al., 2011).
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2) Devenir des AGL et du glycérol

L’hydrolyse des TG va aboutir a la libération d’AGL et de glycérol dans la circulation sanguine. Cet efflux
s’effectue en grande partie par un transport facilité a travers la membrane plasmique (Hamilton and Kamp,
1999). Cependant, un certain nombre de protéines membranaires semble compléter ce processus telles que
la translocase d’acides gras (Fatty Acid Translocase Cluster of Differenciation 36, FAT/CD36) ou encore
les protéines de transport (Fatty Acid Transporter Protein, FATP) et de liaison FABP4 pour les AGL et
I’aquaporine 7 pour le glycérol (Figure 7).

Cette hydrolyse est généralement compléte, néanmoins le ratio final est tres souvent différent de 3:1 puisque
les AGL ont tendance a étre recyclés par I’adipocyte (Forest et al., 2003). En effet, il semblerait qu’une
partie des AGL produits (environ 30-40%) soit ré-estérifiée pour reformer des TG au sein des adipocytes
(Reshef et al., 2003). A I’inverse, le glycérol produit n’est que faiblement ré-estérifié pour former des TG
au sein du TA qui présente une activité glycérol kinase trés faible (Reshef et al., 2003). Ainsi, le glycérol
produit est majoritairement utilisé par le foie ou il servira de substrat pour la néoglucogenése.

Les acides gras non estérifiés libérés dans la circulation sanguine vont, liés a I’albumine, étre transportés
jusqu’aux organes cibles comme le muscle ou ils entreront dans la voie de la -oxydation et le foie ou ils
seront soit stockés sous forme de TG ou B-oxydés. Une partie de ces AGL peut également étre utilisée en

tant que, molécule de signalisation, précurseur d’autres lipides ou régulateur de la transcription de génes.

3) Réqulation physiologique/nutritionnelle de la lipolyse

La régulation de la lipolyse est extrémement dépendante des changements de conditions métaboliques et
de I’apport en nutriments. C’est un mécanisme qui est régulé de maniére rapide afin de répondre aux besoins
de I’organisme en fournissant de 1’énergie aux organes périphériques en période jeline ou suite a une activité
physique. La stimulation de la lipolyse est principalement due a I’action des catécholamines, 1’adrénaline
et la noradrénaline, (Gjedsted et al., 2007) via une action sur les récepteurs B-adrénergiques et une
stimulation de I’adénylate cyclase. A I’inverse, en période postprandiale, I’augmentation de I’insulinémie
conduit & une inhibition de la lipolyse via I’activation de la voie de signalisation insulinique favorable au
stockage des lipides (Roust and Jensen, 1993).

L’Adénosine MonoPhosphate cyclique (AMPc) est un métabolite clé dans la régulation de la lipolyse
adipocytaire. Il se situe en aval des voies de signalisation insulinique et B-adrénergique qui vont réguler de
maniere antagoniste sa concentration intracellulaire conditionnant ensuite 1’activation des lipases situées

en amont (Figure 10).
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a. Inhibition de la lipolyse par insuline

L’insuline est le principal inhibiteur de la lipolyse (Figure 10). Sa fixation sur son récepteur provoque
1’autophosphorylation des résidus tyrosine du récepteur, I’activation des protéines IRS par phosphorylation
ainsi que leur liaison a la sous-unité p85 de la PI3K. La sous-unité catalytique de la PI3K active par
phosphorylation I’Akt qui va, a son tour, phosphoryler la PhosphoDiEstérase de type 3B (PDE-3B) a
I’origine de la dégradation de I’AMPC en 5’-Adénosine MonoPhosphate (5°’AMP) (Langin, 2006a). 1l en
résulte ainsi une diminution de I’activation de la PKA et une phosphorylation réduite de la LHS et des
périlipines a I’origine d’une inhibition de la lipolyse. De plus, il a ét¢é montré que I’insuline régule
négativement le transcrit I’ATGL dans des cellules 3T3-L1 (Kim et al., 2006). En ce sens, une autre étude
montre qu’un défaut de signalisation de I’insuline entraine une augmentation de la lipolyse associée a une

augmentation de I’expression de I’ARNm du géne codant pour I’ATGL (Kershaw et al., 2006).

D’autres facteurs présentent également une action inhibitrice sur la lipolyse (Figure 10). Parmi eux,
I’adénosine inhibe la lipolyse basale en diminuant la formation d’AMPc par le biais du récepteur a
I’adénosine A1 couplé aux protéines G inhibitrices (Gi) (Liang et al., 2002; Schoelch et al., 2004). De plus,
I’acide nicotinique (Karpe and Frayn, 2004), les prostaglandines E2 (Chatzipanteli et al., 1992), le
neuropeptide Y et le peptide PYY (Valet et al., 1990) ont également montré une activité antilipolytique.

Cependant la contribution de ces facteurs dans les processus d’inhibition de la lipolyse reste minoritaire.
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b. Régulation positive de la lipolyse
i.  Les catécholamines : des activateurs puissants

Les catécholamines sont les premiers activateurs de la lipolyse induite par un jeline. Le neurotransmetteur,
la noradrénaline et I’hormone, ’adrénaline stimulent la lipolyse via les récepteurs B-adrénergiques
(Figure 10). Il semblerait néanmoins que le principal stimulus provienne de la noradrénaline libérée par les
terminaisons nerveuses du systéeme sympathique (Chaves et al., 2011).

Les récepteurs B-adrénergiques, couplés a des protéines G stimulatrices (Gs) activent I’adénylate cyclase
ce qui a pour conséquence une augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc. Ce métabolite
active a son tour la PKA qui est a I’origine de la poly-phosphorylation de la LHS (Anthonsen et al., 1998)
entrainant sa translocation vers la gouttelette lipidique (Holm, 2003). De plus, la PKA induit également la
phosphorylation des périlipines, protéines dont 1’activation provoque des changements conformationnels
permettant a la LHS d’accéder aux TG stockés (Miyoshi et al., 2006).

Les récepteurs B1 et 2 sont retrouvés dans de nombreux organes et sont connus pour stimuler la lipolyse
in vivo et in vitro chez ’Homme et le rongeur. On distingue également une troisieme isoforme chez le
rongeur, le récepteur B3, retrouvé exclusivement dans les TA blanc et brun et dont la stimulation engendre
une réponse lipolytique importante (Carpéné et al., 1998). De plus, le traitement chronique de rongeurs
obeses insulinorésistants par un agoniste B3 conduit a une perte de poids associée a une perte de masse
grasse (de Souza and Burkey, 2001). Bien que le récepteur B3 soit présent dans le TA blanc humain (Deng
et al., 1996), sa faible expression suppose un réle physiologique modéré dans la lipolyse induite par les
catécholamines (Langin, 2006b).

Enfin, les catécholamines peuvent également exercer, a faible concentration, un effet antilipolytique par
I’intermédiaire des récepteurs o2-adrenergiques couplés aux protéines G inhibitrices (Gi) et qui sont

également exprimés a la surface des adipocytes (Lafontan and Berlan, 1995) (Figure 10).

ii.  Autres facteurs stimulant la lipolyse

Les catécholamines ont longtemps été considérées comme étant le seul facteur stimulant la lipolyse.
Cependant, d’autres agents lipolytiques ont été découverts (Figure 10). Parmi eux, les peptides
natriurétiques auriculaire (Atrial Natriuretic Peptide, ANP) et cérébral, (Brain Natriuretic Peptide, BNP)
(Sengenes et al., 2000) qui via une fixation sur le récepteur aux peptides natriurétiques A (Natriuretic
Peptide Receptor A, NPR-A) conduisent a 1’activation de la PKG et a la phosphorylation de la LHS
(Galitzky et al., 2001). Néanmoins, 1’effet lipolytique de ces peptides ne concerne que les primates puisque,
malgré leur présence chez les rongeurs, les récepteurs aux peptides natriurétiques présentent un profil

biologiquement actif trés faible (Sengenes et al., 2000). Le TNFa, sécrété a la fois par les macrophages et
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les adipocytes du TA, a été recensé comme étant un stimulateur de la lipolyse. Cependant les mécanismes
responsables de son action lipolytique ne sont pas clairs.

Il a été démontré que I’hormone de croissance est un agent stimulant la lipolyse dans des adipocytes
humains mais le role physiologique de ce facteur dans le contrdle de la lipolyse adipocytaire reste peu clair
(Langin, 2006b). Le glucagon, en augmentant 1’activité adénylate cyclase (Duncan et al., 2007) et les
glucocorticoides, en augmentant la réponse B-adrénergique et en diminuant I’effet antilipolytique de

I’insuline (Nielsen et al., 2014), sont également reconnus pour exercer un effet stimulateur sur la lipolyse.

c. Réqgulation dépbt-spécifigue de la lipolyse

Le Tissu Adipeux Viscéral (TAV) et Sous-Cutané (TASC) présentent des différences d’activité lipolytique
principalement dues a leur sensibilité respective a I’action des catécholamines et de I’insuline.

Ainsi, les adipocytes du TAV sont plus sensibles a I’effet stimulateur des catécholamines que ceux du
TASC du fait d’une plus grande quantité de récepteurs B-adrénergiques au niveau de leur membrane
cellulaire (Arner et al., 1990). Le TAV est également moins sensible a I’effet antilipolytique de 1’insuline
(Bolinder et al., 1983; Zierath et al., 1998) du fait d’une moindre affinité pour son récepteur et d’une
moindre activation de la voie de transduction PI3K/Akt sous-jacente.

Ces caractéristiqgues du TAV sont importantes d’un point de vue physiopathologique. En effet, la
mobilisation rapide et massive des acides gras (accentuée au cours de 1’obésité) peut avoir des conséquences
indésirables sur certains tissus dont le foie qui est en connexion directe avec le TAV via la veine porte.
Cependant, en situation basale, il semblerait que 1’activité lipolytique soit plus importante dans le TASC

que dans le TAV (Arner, 2005).

C. Remodelage du tissu adipeux au cours de I’obésité
1) Expansion du tissu adipeux

Le TA ala capacité de répondre de maniére dynamique et rapide a un stress tel qu’un excés de nutriments.
Ainsi, au cours de 1’obésité viscérale, I’accumulation de TG dans les adipocytes va conduire a une
expansion du TA du fait d’une arrivée massive de nutriments via un mécanisme d’hyperplasie et
d’hypertrophie. Contrairement a 1’hypertrophie qui est connue pour jouer un réle majeur dans 1’expansion
du TA, le role de I’hyperplasie reste obscur. Elle semble avoir un effet plutdt bénéfique en favorisant la
sécrétion d’adiponectine, en diminuant la lipolyse basale, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et
I’hypoxie ainsi qu’en améliorant la sensibilité a I’insuline (Choe et al., 2016).

A Tinverse, ’hypertrophie du TA est associée a un stress cellulaire important et & un ensemble de
déregulations telles qu’un stress oxydatif, un stress du RE, une hypoxie, une mort cellulaire, une

augmentation du flux d’acides gras et une augmentation des cytokines pro-inflammatoires (Figure 11).
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En effet, il est maintenant bien établi que ’hypertrophie du TAV provoque un état pro-inflammatoire
favorisant I’apparition de complications métaboliques comme la résistance a I’insuline, I’hyperinsulinémie
et I’hypertriglycéridémie (Despres and Lemieux, 2006).

Des études réalisées chez des individus sains et obéses montrent que le nombre d’adipocytes reste
globalement constant au cours de 1’age adulte. Méme aprés une perte de poids importante, le nombre
d’adipocytes reste similaire alors que leur volume est diminué. De plus, le renouvellement des adipocytes
au cours de 1’age adulte serait d’environ 10% mais ce renouvellement ne serait pas altéré au cours de

I’obésité ce qui suggére un role mineur de I’hyperplasie dans I’expansion du TA (Spalding et al., 2008).
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2) Inflammation du tissu adipeux
a. Observation d’une inflammation locale dans le tissu adipeux

Au cours de I’obésité, le TA est caractérisé par un état inflammatoire chronique avec une accumulation de
macrophages (Weisberg et al., 2003). On parle d’inflammation « a bas bruit » (Trayhurn and Wood, 2005).
En effet, le contenu en macrophages du TA est positivement corrélé a I’IMC et a la taille des adipocytes
(Weisberg et al., 2003). Ainsi, la proportion de macrophages est estimée & moins de 10% chez une souris
mince alors qu’elle peut atteindre 50% chez une souris massivement obése (Weisberg et al., 2003).
L’infiltration macrophagique est également associée a une augmentation de la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires (Figure 11). Une corrélation positive entre la prise de poids et certains marqueurs de
I’inflammation tels que la protéine C-réactive et le TNFa a été observée chez la souris et I’Homme (Festa
et al., 2001; Yudkin et al., 1999).

Par ailleurs, I’accumulation de macrophages et d’autres cellules inflammatoires de méme que la sécrétion

de cytokines pro-inflammatoires est plus importante dans le TAV que dans le TASC (lbrahim, 2010).
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Cette inflammation a bas bruit semble jouer un r6le primordial dans le développement de la résistance a
I’insuline induite par 1’obésité (Wellen and Hotamisligil, 2005). Alors que le foie et le muscle squelettique
sont également sujets a une inflammation au cours de I’obésité, le TA semble étre le principal site a I’origine
du développement de I’inflammation systémique (Makki et al., 2013). En effet, des travaux récents
démontrent une inflammation précoce du TA en amont de I’inflammation hépatique (van der Heijden et al.,
2015; Stanton et al., 2011).

b. Origine de inflammation du tissu adipeux

Plusieurs hypothéses quant a I’origine de I’inflammation dans le TA ont été émises (Figure 12). En premier
lieu, ’excés de nutriments et notamment 1’arrivée massive de lipides vers le TA apparait comme un
événement majeur. En effet, les lipides conduisent a D’activation directe de certaines voies pro-
inflammatoires telles que la voie du récepteur Toll Like (Toll Like Receptor 4, TLR4) (Shi et al., 2006) et
de I’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) (Wen et al., 2011) ou
encore a I’induction d’un stress du RE et/ou stress oxydatif (Sun et al., 2012). En effet, le stress du RE a
été associé a une activation des cascades de signalisation inflammatoires telles que les kinases JNK (c-Jun
N-terminal Kinases) et IKK (IxkB kinase) (Hotamisligil, 2010) et a la résistance a 1’insuline (Kawasaki et
al., 2012; Ozcan et al., 2004; Tanti et al., 2012).

De plus, en réponse au flux lipidique et notamment d’AGL, on assiste a une activation de la Nicotinamide
Adénine Dinucléotide Phosphate (NADPH) oxydase a 1’origine d’une augmentation de la production
d’espéces réactives de 1’oxygene (Reactive Oxygen Species, ROS) et a une dérégulation de la production
de cytokines pro-inflammatoires (Furukawa et al., 2004).

La mort des adipocytes hypertrophiés par nécrose ou apoptose au cours de 1’obésité joue également un rdle
important dans I’induction de I’inflammation puisqu’il a été montré que ces adipocytes sont de forts
inducteurs de I’infiltration de macrophages. De plus, le relargage de leur contenu cellulaire va libérer des
motifs moléculaires associés aux dégats cellulaires ou DAMP (Damage-Associated Molecular Pattern)
responsables de I’activation locale d’inflammasomes (Dalmas et al., 2011).

D’autre part, I’hypoxie est un facteur trés important dans 1’induction de I’inflammation en entrainant le
recrutement de macrophages via la protéine chimio-attractante de monocytes (Monocyte Chimoattractant
Protein 1, MCP1), en activant les facteurs de transcription NFkB (Nuclear Factor Kappa B) et HIF-1a
(Hypoxia Inductible Factor 1a) et leurs génes cibles pro-inflammatoires (Ye, 2009), ou encore en activant
le stress du RE (Cusi, 2010).

Enfin, certains facteurs inflammatoires tels que les lipopolysaccharides ainsi que les peptidoglycanes

libérés au niveau systémique suite a une modification du microbiote intestinal et a une augmentation de la
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perméabilité intestinale sont a I’origine de ’activation de la voie pro-inflammatoire TLR4-dépendante au
sein du TA (Burcelin et al., 2011)
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Figure 12 : Différents acteurs a ’origine de linflammation du tissu adipeux au cours de I’obésité.
Adapté de (Sun et al., 2012)

c. Modification des populations de cellules immunitaires

Au cours de I’obésité, on assiste a un remodelage du TA principalement di a son hypertrophie qui
s’accompagne d’une augmentation de la proportion de cellules pro-inflammatoires. Ainsi, 1’équilibre qui
regne en situation non pathologique entre cytokines pro- et anti-inflammatoires produites par les adipocytes
et par les cellules immunitaires de la FSV est dérégulé au profit des cytokines pro-inflammatoires. Tandis
que le TA d’individus sains sécréte majoritairement des adipokines anti-inflammatoires telles que le facteur
de croissance tumorale B (Tumor Growth Factor B, TGF B) les InterLeukines (IL) IL-10, IL-4, IL-13 et
I’apeline, le TA d’individus obéses sécréte quant a lui principalement des cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-a, IL-6, leptine, visfatine, résistine, angiotensine 2 et l'inhibiteur de l'activateur du
plasminogéne 1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1, PAI-1) (Makki et al., 2013).

i.  Accumulation de macrophages pro-inflammatoires

Les macrophages sont connus pour étre les premiers effecteurs de la résistance a 1’insuline induite par
I’obésité. En effet, leur proportion dans le TA augmente rapidement et fortement au cours de 1’obésité et
peut atteindre 50% de la totalité des cellules immunitaires du TA (Weisberg et al., 2003). Ces macrophages
sont retrouvés dans des structures particulieres et forment une couronne autour des adipocytes : on parle de
structure « crown-like » (Crown Like Structure, CLS) (Figure 13).

Le recrutement des monocytes et donc 1’accumulation de macrophages au sein du tissu est favorisée par
I’augmentation de la sécrétion de la chimiokine MCPL1 par les adipocytes et les macrophages résidents du
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TA. L’absence de ce facteur ou de son récepteur (C-C Chemokine Receptor 2, CCR2) limite I’accumulation
de macrophages, I’inflammation du TA et la résistance a 1’insuline induites par un régime obésogene
(Kanda et al., 2006; Weisberg et al., 2006). De plus, la déplétion des macrophages du TAV par "utilisation
de liposomes contenant du clodronate limite la prise de poids induite par un régime riche en graisses,
I’accumulation de graisses, la résistance a 1’insuline et I’inflammation au sein du TAV (Bu et al., 2013;

Feng et al., 2011).

Crown-like
structure
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Figure 13 : Représentation histologique des structures CLS dans le tissu adipeux inflammé
(Bigornia et al., 2012)

Classiquement, les macrophages sont subdivisés en deux groupes : les M1 (CD11c"), qui sont activés par
la voie classique du complément et exergant un réle dit pro-inflammatoire et les macrophages M2 (CD11"),
activés par la voie alternative présentant un profil anti-inflammatoire. Au cours de 1’obésité, une
modification du phénotype des macrophages du TA a été mise en évidence par de hombreux travaux
(Dalmas et al., 2011; Lumeng et al., 2007; Shaul et al., 2010) se caractérisant par une augmentation des
macrophages présentant un profil pro-inflammatoire (Lumeng et al., 2007). Pendant plusieurs années, il
était admis que cette modification soit la conséquence d’une dérégulation de la balance M1/M2 avec une
augmentation de la proportion de macrophages M1 aux dépens des macrophages de type M2. Néanmoins,
ceci a €té remis en question par plusieurs travaux indiquant que les macrophages du TA présentent un
phénotype différent des macrophages classiqguement activés (Kratz et al., 2014; Lumeng et al., 2007).
Ainsi, les travaux de Kratz et al., suggeérent une activation métabolique des macrophages de phénotype M2
du TA conduisant a une augmentation de 1’expression de cytokines pro-inflammatoires dans ces cellules.
On parlera ainsi de macrophages « métaboliquement activés » (Kratz et al., 2014). Il est maintenant bien
¢tabli que 1’augmentation de ces macrophages métaboliquement activés dans le TA contribue au
développement de la résistance a I’insuline. En effet, des souris transplantées avec une moelle osseuse
déplétée en CD11c* présentent une moindre inflammation du TA et une amélioration de la résistance a
I’insuline quand elles sont soumises a un régime obésogene (Patsouris et al., 2008).

Finalement, 1’obésité est associée a la fois a une accumulation de macrophages dans le TA et a une

activation métabolique de ces macrophages. D’autre part, le recrutement de nouveaux monocytes circulants
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participerait egalement a augmenter la proportion de macrophages métaboliqguement actifs au sein du TA
(Dalmas et al., 2011; Lumeng et al., 2007; Satoh et al., 2010).

ii.  ROle des autres cellules du systeme immunitaire

D’autres types cellulaires voient leur proportion augmenter dans le TA au cours de 1’obésité (Figure 14).
C’est le cas des neutrophiles (Elgazar-Carmon et al., 2008), des mastocytes et de cellules Natural Killer
(NK) (Liu et al., 2009; Ohmura et al., 2010) qui vont étre a I’origine d’une amplification de la réponse
inflammatoire via un recrutement de macrophages au sein du TA. De plus, on assiste a une modification
des populations lymphocytaires avec une augmentation des lymphocytes CD8" et des CD4*Th1 produisant
I’INterFeron y (INFy) dans le TAV de sujets obéses (Feuerer et al., 2009).

Parmi les lymphocytes B, ceux produisant des ImmunoGlobulines G (IgG) voient leur proportion
augmenter au cours de I’obésité et ont un role pro-inflammatoire puissant (Winer et al., 2011). Enfin, la
proportion de lymphocytes T régulateurs, des cellules importantes dans le maintien de la tolérence
immunitaire, est diminuée au cours de 1’obésité (Feuerer et al., 2009).

L’ensemble de ces données suggere donc un remodelage des différents types cellulaires au sein du TA avec
une augmentation des cellules immunitaires sécrétant des facteurs pro-inflammatoires en dépit des cellules
ayant un réle régulateur et anti-inflammatoire. Ceci conduit donc a un déséquilibre de la balance en faveur

d’une inflammation chronique.
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Figure 14 : Remodelage des cellules immunitaires du tissu adipeux au cours de I’obésité
(Choe et al., 2016)

D. Dérégulation de la lipolyse au cours de I’obésité

On sait depuis longtemps qu’une augmentation de la concentration plasmatique en AGL est présente chez
les sujets obeses (Gordon, 1960; Opie and Walfish, 1963).
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Cependant, les conséquences de 1’obésité sur la lipolyse sont difficiles a caractériser car elles dépendent du
type de dépdt adipeux (viscéral ou sous-cutané), le type d’obésité (gynoide ou androide) ainsi que 1’état
nutritionnel (lipolyse basale ou stimulée). Quoi qu’il en soit, la sensibilité des tissus aux hormones ainsi
que I’état inflammatoire semblent étre des facteurs cles.

Une double dérégulation de la lipolyse adipocytaire est observée au cours de 1’obésité. Alors que la lipolyse
stimulée par les catécholamines au cours du jelne et de ’exercice physique est diminuée (Large et al.,

1999), la lipolyse basale en périodes post et inter-prandiale est augmentée (Reynisdottir et al., 1995).

1) Déréqulation de la lipolyse stimulée

Plusieurs travaux démontrent une diminution de la capacité lipolytique induite par les catécholamines du
TASC d’individus obéses par rapport a des individus sains. Cette diminution est associée a la baisse
d’expression du géne, de la protéine et de I’activité de la LHS (Langin et al., 2005; Large et al., 1999).

De plus, une altération de la fonction des récepteurs o et § adrénergiques a été observée. En effet, une
augmentation de la réponse a2 adrénergique (Mauriege et al., 1991) et une diminution de la sensibilité et
de la densité des récepteurs B2 a la surface des adipocytes a été observée chez les sujets obéses (Reynisdottir
etal., 1994).

A I’inverse, au sein du TAV, il semblerait que la lipolyse stimulée par les catécholamines soit augmentée
du fait d’une réponse B-adrénergique plus importante que la réponse a-adrénergique (Lonngvist et al.,
1995). D’autre part, cette réponse aux catécholamines serait plus prononcée chez les hommes que les
femmes (Lonnqvist et al., 1997).

2) Déréqulation de la lipolyse basale
a. Hypertrophie des adipocytes

Une des principales hypothéses proposée pour expliquer I’augmentation de la lipolyse basale est
I’augmentation de la taille des adipocytes au cours de 1’obésité.

En effet une corrélation entre taille des adipocytes et la lipolyse basale a été démontrée (Engfeldt and Arner,
1988). Lorsque I’activité lipolytique basale est ajustée a la taille des cellules, cette différence d’activité

lipolytique entre les sujets sains et obéses s’annule (Tchernof et al., 2006).

b. Réle de ’inflammation

L’inflammation locale du TA est un autre facteur de dérégulation de la lipolyse basale. Ainsi, certaines
cytokines sont capables de stimuler la lipolyse et plus particulierement le TNFa qui est un agent lipolytique

puissant (Suganami et al., 2005).
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En effet, nous avons vu précédemment que le TA a la capacité de sécréter du TNFa et que cette sécrétion
est augmentée au cours de 1’obésité. De plus, une perte de poids conduit a une diminution de la sécrétion
de TNFa en paralléle d’une diminution de la lipolyse basale (Langin and Arner, 2006).

En plus de I’augmentation de sa sécrétion, les voies de signalisation activées par cette cytokine sont
dérégulées et sont impliquées dans 1’augmentation de la lipolyse basale au cours de 1’obésité. Parmi les
mécanismes proposes, une augmentation de la phosphorylation des périlipines 1, une sous régulation de la
protéine GOS2 (un régulateur négatif de I’ATGL) ou encore une altération de la voie IkK ont été proposees
(Arner and Langin, 2014). Les difféerents stress présents au sein du TA (Cf. partie origines de
I’inflammation) tels que le stress du RE ou encore 1’hypoxie vont également participer a 1’augmentation de

la lipolyse basale (Deng et al., 2012).

c. Role de la leptine

Un rdle de ’augmentation de la sécrétion de leptine au cours de 1’obésité a également été proposé par
plusieurs travaux pour expliquer 1’augmentation de la lipolyse basale. En effet, la leptine entraine une
augmentation de I’activité lipolytique dans des adipocytes primaires isolés de souris minces ou ob/ob
(Friihbeck et al., 1997). De méme, une supplémentation en leptine chez des souris minces ou ob/ob
augmente la capacité d’hydrolyse des TG par le TA (Friihbeck et al., 1998). Cette augmentation de la
lipolyse serait dépendante d’une altération de la voie de signalisation insulinique par la leptine (Mdiller et

al., 1997).

d. Réle de linsulinorésistance

Enfin, une autre hypothése suggére qu’une fois I’insulinorésistance installée, le TA ne répond plus au
pouvoir antilipolytique de I’insuline participant ainsi a ’augmentation de la lipolyse basale. Cependant
cette hypothése ne fait pas I’unanimité dans la communauté scientifique. En effet, bien que certaines études
suggérent une altération de 1’effet antilipolytique de I’insuline au cours de 1’obésité (Stevens et al., 1981),
d’autres études n’observent cependant pas de modification de I’effet inhibiteur de I’hormone sur la lipolyse
(Duncan et al., 2007). Néanmoins, on assiste dans le TA a une altération de la transduction du signal
insulinique notamment via une diminution du contenu en IRS-1 mais il semblerait que 1’action de I’insuline

sur la lipolyse soit moins altérée que son effet sur le métabolisme du glucose (Arner, 2005).
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Finalement, une régulation différentielle de la lipolyse a lieu au sein du TA en fonction de 1’état basal ou
stimulé. A 1’origine, ’accumulation d’acides gras dans le TA est un mécanisme protecteur empéchant le
dépdt de ces molécules dans d’autres organes ou elles pourraient conduire a des effets déléteres (Langin,
2011). Cependant, le TA présentant une capacité limitée de stockage (van Beek et al., 2015), ’augmentation
de la taille des adipocytes va conduire a une augmentation de I’activité lipolytique basale. Cet effet est
d’autant plus amplifié par I’augmentation du stress cellulaire et de 1’activité inflammatoire présente au sein
du tissu hypertrophié. Finalement, on assiste a une libération accrue d’AGL et a terme a des dépots
ectopiques dans des organes périphériques comme le foie, le ceeur, le muscle, le pancréas pouvant ainsi
conduire a I’installation de la résistance a 1’insuline dans ces tissus par des mécanismes de lipotoxicité
(McQuaid et al., 2011).

E. Role des AGL dans Dinstallation de la résistance périphérique a
P’insuline

Plusieurs études suggérent 1’existence de dysfonctionnements des adipocytes bien avant que 1’obésité et le
DT2 ne se développent placant ainsi le TA comme le premier site de résistance a 1’insuline (Bergman and
Mittelman, 1998; Cusi, 2010). Il a éte observé, chez des sujets génétiqguement prédisposés au DT2, que la
résistance a I’insuline apparait en amont du développement de 1’obésité et de I’hyperglycémie (Kashyap et
al., 2003; Perseghin et al., 1997). Cette résistance a 1’insuline précoce associée a la libération excessive
d’AGL par le TA conduit a terme a I’installation de la résistance a I’insuline périphérique dans le foie et le
muscle (Boden, 1997; Shulman, 2000) ainsi qu’a un défaut de sécrétion d’insuline au niveau pancréatique
(McGarry and Dobbins, 1999; Unger and Zhou, 2001).

1) Mécanismes d’altération des voies de signalisation insulinique
a. Impacts des dérivés lipidiques : DAG et céramides

Les niveaux circulants d’AGL élevés vont conduire a un afflux de ces AGL dans des tissus non
adipogéniques contribuant a terme a une accumulation des lipides. De nombreuses études indiquent que le
métabolisme de ces AGL favorise la génération de dérivés lipidiques toxiques, qui ont un réle delétére sur
la signalisation insulinique (Figure 15). Principalement deux intermédiaires du métabolisme lipidique, les
DAG et les céramides, semblent étre responsables des effets déléteres des AGL puisqu’ils affectent tous
deux la sensibilité a I’insuline hépatique et musculaire. Les DAG sont des intermédiaires du métabolisme
des TG et des phospholipides qui s’accumulent aux niveaux hépatique et musculaire et qui vont activer des

isoformes de la Protéine Kinase C (PKC), une famille de sérine/thréonine kinases, a 1’origine d’une
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diminution de la sensibilité a I’insuline via des phosphorylations inhibitrices d’IRS (Griffin et al., 1999;
Itani et al., 2002; Yu et al., 2002).

Les céramides, des sphingolipides synthétisés a partir du palmitate suite a son activation sous forme d’acyl-
CoA, s’accumulent principalement dans le muscle (Adams et al., 2004; Kotronen et al., 2009) et vont altérer
la voie Akt via [D’activation des PKC ou de sérine/thréonine phosphatases responsables de

déphosphorylations (Zhang et al., 2013).

b. ROle pro-inflammatoire des AGL

La propriété pro-inflammatoire des AGL semble également jouer un role dans I’installation de la résistance
a ’insuline périphérique. En effet, il a ét¢ montré in vitro que les AGL sont capables d’activer la voie de
signalisation du facteur de transcription pro-inflammatoire NFkB (Figure 15). Par exemple, une infusion
lipidique de 6h conduit a une diminution significative de I’inhibiteur de NFxB, IkB-a au niveau du muscle
squelettique (Itani et al., 2002). Un effet inducteur des AGL sur I’expression de génes codant pour des
cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa, IL-1B, IL-6 et pour la MCP1, une chimiokine impliquée
dans la migration et I’infiltration des monocytes et macrophages a également été observé dans le foie de rat
(Boden et al., 2005). Cependant, le lien entre I’activation de NFkB et la résistance a I’insuline reste a
préciser. L’activation de la voie de signalisation JNK par les cytokines ou I’induction des protéines SOCS
pourrait étre impliquée (Cai et al., 2005; Hirosumi et al., 2002; Lebrun and Van Obberghen, 2008)
(Figure 15).

Quoi qu’il en soit, les conséquences de 1’inflammation induite par les AGL et la résistance a I’insuline ne
sont pas toujours evidentes in vivo. Par exemple, 1’administration d’anticorps anti-TNFa a des patients
diabétiques ne réduit par leur état de résistance a 1’insuline (Dominguez et al., 2005; Ofei et al., 1996). Par
ailleurs, I’infusion d’IL-6 a des patients normaux ne produit pas d’insulinorésistance (Krogh-Madsen et al.,
2006) tout comme des souris déficientes en IL-6 ne sont pas résistantes a 1’obésité (Matthews et al., 2010;
Wallenius et al., 2002). Ainsi, il semblerait qu’une action synergique de plusieurs cytokines plutdt qu’une

action unitaire soit responsable de la résistance a 1’insuline induite par les AGL.
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Figure 15 : Voies de signalisation impliquées dans ’altération de la signalisation insulinique
(Tanti and Jager, 2009)

Current Opinion in Pharmacology

2) Consequences métaboligues de la résistance a Uinsuline
a. Résistance a Uinsuline du muscle squelettique

Le muscle squelettique est I’'un des plus gros consommateurs de glucose apres le foie chez les sujets sains
ou tolérants au glucose. Plusieurs hypotheses ont été proposees pour expliquer I’origine du défaut
d’utilisation du glucose par le muscle au cours de 1’obésité. Les travaux de Randle et al. suggérent que les
AGL entrent en compétition avec le glucose afin de servir de substrat énergétique pour 1’oxydation
musculaire conduisant & une altération de I’utilisation du glucose via une inhibition des enzymes clés de le
glycolyse (Randle et al., 1963),. Néanmoins, la baisse d’oxydation du glucose observée en réponse aux
AGL ne serait qu’un événement secondaire a la baisse de captage du glucose (Roden et al., 1996).

Ainsi, d’autres travaux mettent en avant un role de I’accumulation intracellulaire de dérivés d’acides gras
tels que les DAG et les céramides dans I’altération de la voie de signalisation insulinique (Griffin et al.,
1999; Shulman, 2000). Cette altération va conduire d’une part, a un défaut de translocation de GLUT4 vers
la membrane plasmique en réponse a I’insuline et par conséquent a une diminution de I’entrée du glucose
dans le muscle (Shulman, 2000) et d’autre part, a une diminution de la synthése de glycogene favorisant
ainsi I’hyperglycémie. En effet, I’action inhibitrice de I’insuline sur la kinase GSK3 (Glycogene Synthase
Kinase 3) est altérée, ce qui entraine une inhibition de 1’activité de la Glycogene Synthase (GS) (DeFronzo
and Tripathy, 2009) (Figure 17).
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b. Résistance a ’insuline hépatique

La NAFLD se définit comme une accumulation de TG intra-hépatique. Elle se développe lors d’un
déséquilibre entre les voies d’apport et de synthése d’acides gras (lipolyse, lipogenése de novo et apport
alimentaire par les chylomicrons) et les voies de dégradation et d’export (B-oxydation et production de
VLDL). Cette pathologie peut évoluer sous forme de stéatohepatite (Non-Alcoholic SteatoHepatitis,
NASH) lorsque la stéatose est associée a une augmentation de 1’inflammation hépatique

En situation d’insulinorésistance, comme I’obésit¢ ou le DT2, I’afflux d’AGL provenant du TAV,
représentant jusqu’a 60% des apports en AGL dans le foie (Donnelly et al., 2005), va favoriser le
développement de la NAFLD et la résistance a 1’insuline hépatique via des mécanismes de lipotoxicité
(Listenberger et al., 2003) (Figure 16). En effet, le lien direct entre les AGL d’origine adipocytaire et la

résistance a I’insuline hépatique a été mis en évidence (Perry et al., 2014).
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Figure 16 : Contribution des différentes sources d’AGL a I’accumulation des TG dans le foie
(Ferré and Foufelle, 2010)

Cette résistance a I’insuline hépatique est a I’origine d’une altération de la production hépatique de glucose
et d’une altération du métabolisme lipidique

Il est maintenant bien caractérisé que la production endogéne de glucose est augmentée au cours d’un état
d’insulinorésistance (Jeng et al., 1994). L’augmentation des AGL et de leurs dériveés lipidiques tels que les
DAG et les céramides est a I’origine d’une inhibition de I’activité de la voie PI3K/Akt (Dries et al., 2007)
(Figure 17). Ceci est associé a une baisse de phosphorylation et de translocation nucléaire du facteur de
transcription FOXO-1 (Forkhead box protein O1) et par conséquent a une augmentation de I’expression
des génes de la néoglucogenése (Perry et al., 2014). En parallele, de la méme maniére que dans la muscle
squelettique, 1’altération de la voie de signalisation insulinique conduit & une baisse de la synthese de
glycogéne (Samuel et al., 2007). Finalement, 1’augmentation de la néoglucogenése et I’inhibition de la

glycogénogeneése insulino-dépendante contribuent a 1’augmentation de la production hépatique de glucose.
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Figure 17 : Mécanismes cellulaires a I’origine de I’augmentation de la production de glucose
hépatique au cours de l’insulinorésistance
(Perry et al., 2014)

L’insuline étant un facteur indispensable au contréle du métabolisme des lipoprotéines dans le foie, la
résistance a I’insuline hépatique est associée a une augmentation de la production de VLDL-1 riches en TG
résultant d’une augmentation du pool d’ ApoB disponible pour I’assemblage des VLDL (Taghibiglou et al.,
2002) et d’une augmentation de 1’expression de la protéine de transfert des TG (Microsomal Triglyceride
Tranfert Protein, MTTP) (Kuriyama et al., 1998) sur les lipoprotéines via un mécanisme dépendant de
FOXO-1 (Kamagate et al., 2008). Enfin, les activités de la phospholipase D1 et du facteur ARF-1 (ADP-
Ribosylation Factor 1) jouant un role dans I’assemblage des VLDL, sont également augmentées en réponse

a la résistance a I’insuline (Brown and Gibbons, 2001)
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Du fait de son réle central dans la régulation du métabolisme énergétique et de son interaction avec divers
tissus énergétiques notamment le foie et le muscle, I’hypertrophie, I’inflammation et 1’altération du
métabolisme du TA, contribuent directement a la mise en place de la résistance périphérique a 1’insuline et
aux désordres métaboliques comme illustré Figure 18. La dérégulation de la lipolyse adipocytaire
conduisant & une mauvaise gestion des flux d’acides gras apparait comme un facteur majeur de la mise en
place des défauts périphériques. En effet, il est maintenant clairement établi que les AGL, par leurs actions
lipotoxique et pro-inflammatoire, sont responsables de I’altération des voies de signalisation insuliniques
et par conséquent d’une dérégulation du métabolisme glucido-lipidique hépatique et musculaire.

Les mécanismes a 1’origine du dysfonctionnement du TA, la mise en place de la résistance a I’insuline
périphérique et des dérégulations métaboliques observées au cours de 1’obésité sont complexes et font
intervenir un grand nombre de facteurs. Parmi ces facteurs, I’implication du Systéme EndoCannabinoide
(SEC) fait I’objet d’une attention particuliere. En effet, il est communément admis que I’obésité est associée
a une hyperactivation du SEC a la fois au niveau central ou il stimule la prise alimentaire mais également
au niveau périphérique dans des organes impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique tels que
le foie, le muscle et le TA.

Le chapitre suivant introduira ainsi dans un premier temps le SEC et son lien avec 1’obésité puis, son réle
sur la prise alimentaire sera évoqué dans une deuxieme partie et enfin, la derniére partie sera consacrée aux

effets périphériques du SEC sur les organes du métabolisme énergétique.
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Figure 18 : Dysfonctionnement du tissu adipeux et résistance a linsuline périphérique
(Réalisée a partir de la banque d’images PowerPoint Servier Medical A)
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I11. Le systeme endocannabinoide et ses effets metaboliques
A. Histoire et définition

Le Cannabis est utilisé depuis des millénaires pour ses propriétés médicinales et psychoactives mais
également pour ses propriétés orexigenes. L’identification de son principe actif, le
A9-Tetrahydrocannabinol (A9-THC), au milieu du XXeéme si¢cle ainsi que 1’étude de son mécanisme
d’action (Gaoni and Mechoulam, 1964; Mechoulam et al., 1998) ont permis de caractériser le SEC et de
mettre en évidence son réle dans de nombreuses fonctions physiologiques (Pacher et al., 2006). Depuis, la
biochimie, la pharmacologie et le métabolisme de ce systéme sont étudiés de facon intensive. Tout d’abord,
le développement d’analogues au A9-THC a permis 1’identification de deux récepteurs métabotropiques
aux cannabinoides couplés aux protéines Gi/0 (CannaBinoid Receptor, CBR) CB1R et CB2R en 1990
(Matsuda et al., 1990) et 1993 (Munro et al., 1993) respectivement. Plus tard, des ligands endogenes a ces
récepteurs, alors appelés EndoCannabinoides (ECs), ont ét¢é mis en évidence : le N-
ArachidonoylEthanolAmine (AEA) ou anandamide ainsi que le 2-ArachidonoylGlycerol (2-AG). Ces
deux ECs présentent les caractéristiques des neurotransmetteurs «classiques» a 1’exception de leur mode
de stockage et de leur libération (Bisogno et al., 2005). En effet, il ne sont pas stockés dans des vésicules
et sont synthétisés « a la demande » suite a un stimulus physiologique a partir de dérivés phospholipidiques
contenant de I’acide arachidonique par différentes enzymes : la N-Acyl PhosphatidylEthanolamine
PhosphoLipase D (NAPE-PLD) pour I’AEA et la DiAcylGlycerol Lipase (DAG-L) pour le 2-AG (Bisogno
et al., 2005). Leur dégradation est effectuée par d’autres enzymes suite a une internalisation préalable. La
Fatty Acid Amide Hydroxylase (FAAH) est majoritairement responsable de la dégradation de I’AEA et du
2—-AG alors que les MAGL sont exclusivement responsables de la dégradation du 2-AG (Bisogno et al.,
2005). Ces récepteurs, leurs ligands endogénes ainsi que les enzymes responsables de la synthese et de la
dégradation de ces ligands constituent le SEC (Figure 19).
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Figure 19: Apercu général des acteurs du systeme endocannabinoide
(Cani et al., 2014)

B. Récepteurs et canaux activeés par les ECs

Les CBR sont les récepteurs aux cannabinoides les plus connus et les mieux caractérisés. Les CB1R sont
majoritairement et fortement exprimés dans le systeme nerveux central dans plusieurs régions cérébrales
telles que le ganglion basal, I’hippocampe, le systéme limbique, le cortex, le systéme olfactif, le cervelet et
I’hypothalamus. Aux niveaux limbique et hypothalamique, on les retrouve principalement dans des régions
impliquées dans la régulation de la prise alimentaire telles que le noyau accumbens, le noyau
paraventriculaire et le noyau ventromédian ainsi que ’aire latérale de I’hypothalamus (Piazza et al., 2017).
Ces récepteurs sont également exprimés a des niveaux plus faibles mais a I’état fonctionnel dans certains
tissus périphériques tels que le tractus gastro-intestinal, le pancréas, le foie, le rein, le muscle et le TA
(Pertwee, 2005).

Les CB2R sont quant a eux majoritairement retrouvés dans des organes appartenant au systéme immunitaire
comme la rate ou encore le thymus. En effet, des transcrits du CB2R ont été retrouvés dans des lymphocytes
T et B, des cellules NK, des monocytes, des macrophages, des cellules microgliales et des mastocytes
(Howlett et al., 2004).

Outre les récepteurs CB1R et CB2R, de nombreuses études suggerent que les cannabinoides sont également
capables d’interagir avec d’autres récepteurs couplés aux protéines G ainsi qu’a des canaux ioniques. Parmi
eux, le récepteur vanilloide de type 1 (Transient Receptor Potential Vanilloide 1, TRPV1) appartenant a la
famille des canaux ioniques a été caractérisé comme étant un récepteur potentiel de I’AEA et du 2-AG
(Fezza et al., 2014). L’activation de ces récepteurs va conduire a I’augmentation du calcium intracellulaire

pouvant ainsi produire des effets opposés a ceux produits par les CB1R et CB2R (Di Marzo and De
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Petrocellis, 2010). 1l a également été montre que les cannabinoides sont capables de se fixer sur des canaux
potassiques comme les récepteurs a-7 nicotiniques et le récepteur ionotrope activé par la sérotonine, 5-HTs
(Oz, 2006). De plus, deux récepteurs couplés aux protéines G (G coupled-Protein Receptor, GPR) ont été
caractérises comme de potentiels récepteurs aux cannabinoides : GPR55 et GPR 119. (Godlewski et al.,
2009). Enfin, plusieurs cannabinoides de la famille des N-Acyl Ethanolamine (NAE) a laquelle appartient
1I’AEA sont capables d’agir au niveau nucléaire en fixant les facteurs de transcription PPAR (Peroxisome
Proliferator Activated Receptor) a et y permettant ainsi d’activer la transcription des génes cibles de ces

facteurs de transcription (Fezza et al., 2014).

C. Endocannabinoides et dérivés endogenes

Par définition, les ECs sont des acides gras polyinsaturés capables de se fixer sur les récepteurs CBR. Parmi
eux, I’anandamide ou AEA fut le premier cannabinoide endogene de la famille des NAE a avoir été
découvert. C’est un amide formé entre I’acide arachidonique et 1’éthanolamine. C’est un agoniste partiel
des CB1R et faible agoniste des CB2R (Fezza et al., 2014). Le 2-AG, qui appartient & la famille des MAG
est constitué d'acide arachidonique lié au carbone 2 a un glycérol par une liaison ester. 1l est a la fois agoniste
des CB1R et des CB2R (Fezza et al., 2014). L’identification des deux premiers ligands endogénes, ainsi
que le développement des méthodes analytiques de mesure des taux d’ECs ont permis la mise en évidence

de nouveaux ligands endogenes ayant des propriétés proches a celle de I’AEA et du 2-AG (Figure 20).

0
o
— - Lou
o

— — OH
n/\/
H P— —
N-Arachid eth ne (AEA) 2-Arachidonoylglycerol (2-AG)
OH
o Ji/ o oH
OH
— —— * AN — = o = — ¥
OH
Virodhamine Noladin Ether (2-AGE) N-arachidonoyldopamine (NADA)
o o
OH I OH
’ P ’ AN
\ 7 "
Oleoylethanolamide (OEA) Palmitoylethanolamide (PEA)

Figure 20: Principaux endocannabinoides et dérivés endogénes
Adapté de (Fonseca et al., 2013)
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1) Synthése des principaux ECs, ’AEA et le 2-AG
a. Synthése de 'anandamide

Sa biosynthese se déroule en deux étapes. Tout d’abord, le précurseur phospholipidique, la
PhosphatidylEthanolamine (PE) est la cible d’un transfert d’un groupement acyle sur sa position sn-1 par
I’intermédiaire de la N-AcylTransférase (NAT) calcium dépendante conduisant ainsi a la formation de
N-Arachidonoyl-PE qui a son tour est prise en charge par une phospholipase D (PLD) non spécifique
générant 2 produits : I’anandamide et 1’acide phosphatidique, un intermédiaire métabolique qui va pouvoir
étre utilisé par la cellule pour la synthése de nouveaux phospholipides dérivés du glycérol (Di Marzo et al.,
1994). Ainsi, on parlera de I’enzyme NAPE-PLD pour désigner I’enzyme majoritairement responsable de
la synthése de I’AEA. Néanmoins, 1’utilisation d’un modele de souris déficientes pour la NAPE-PLD a
permis la mise en évidence de deux voies de synthese alternatives : une impliquant I’a,B-hydrolase (a.,B-
Hydrolase Domain, ABHD) 4 et des phosphodiestérases et une autre nécessitant 1’action une phospholipase

C ainsi que de phosphatases (Liu et al., 2008) (Figure 21).
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(Cascio and Marini, 2015)
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b. Synthése du 2-AG

La synthese du 2-AG est réalisée a partir du PhosphatidylInositol (PI) contenant de 1’acide arachidonique
en position sn-2. Dans la plupart des cas, le 2-AG est synthétisé a partir de I’hydrolyse du DAG par
I’intermédiaire d’une DAGL qui provient de I’hydrolyse du PI sous I’action de la PhosphoLipase C (PLC)
(Farooqui et al., 1989). Il existe également une voie alternative a la synthese du 2-AG ayant pour précurseur
le 2-arachidonoyl-lysophospholipide, issu de I’hydrolyse du Pl par la PhosphoLipase Al (PLAL). Le 2-
arachidonoyl-lysophospholipide va ensuite subir a son tour une hydrolyse par la Lyso-PhosphoLipase C
(Lyso-PLC) pour donner naissance au 2-AG (Higgs and Glomset, 1994) (Figure 22).

0 OCOR
A
0O— 0
O II’ -OR
Inositol Phospholipids OH

}V PLC

0 . OH (I) [ OCOR

s R L-0-P-OR, = = OH

Lyso Pl OH Diacylglycerol

Lyso PI Pl\ l)(/

0 OH
MGL ( O ’
Arachidonic ABHD6/12 —OH /

\\ -
: C—— h .
Acid “_2-Arachidonoylglycerol COX-2
12A|A(y
O

OH 15-LOX
OH

0O~

\
OOH
12-HPETE-G

)]
OOH ) 0
§
g - - | I OH
IS-HPETE-G - 04 — — .

Rl 1 Hd 7 |
IS-HETE-G 1H-HETE-G

Figure 22: Voies de biosynthése et de dégradation du 2-AG
(Cascio and Marini, 2015)

2) Autres endocannabinoides et dérivés endogenes
a. Autres endocannabinoides

D’autres ECs dérivés d’acides gras polyinsaturés en n-6 ou n-3 et capables de lier les CBR ont ensuite été
identifiés (Figure 20). Parmi eux, le O-arachidonoyl-ethanolamine ou virodhamine également appelé
« AEA inversé » serait un agoniste total des CB2R et partiel des CB1R in vitro. Cependant, in vivo, il

présenterait une propriété antagoniste aux CB1R et serait un faible inhibiteur du captage de I’AEA (Porter
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et al., 2002). D’autre part, on distingue le N-ArachidonoylDopAmine (NADA) considéré comme
I’« endovanilloide » puisque c’est un agoniste puissant des TRPV1 (De Petrocellis and Di Marzo, 2009).
Dans la famille des monoacylglycérols, on distingue le 2-Arachidonyl-GlycerylEther (2-AGE) ou
noladin ether, analogue du 2-AG qui se lie et qui active spécifiqguement les récepteurs CB1R (Hanus et al.,
2001). Le noladin ether ainsi que le virodhamine ont également la capacité, comme pour I’AEA, d’interagir
avec PPARa (Fezza et al., 2014).

Enfin, dans la catégorie des n-3 et dans la famille des NAE, deux dérivés de I’ Acide DocosaHexaénoique
(DocosaHexaenoic Acid, DHA) et de 1’Acide EicosaPentaénoique (EicosaPentaenoic Acid, EPA),
respectivement le N-DocosaHexaenoyl-EthanolAmide (DHEA) et le N-Eicosapentaenoyl-
EthanolAmide (EPEA) ont également la capacité de lier les CBR (Brown et al., 2013).

b. Composés « Endocannabinoid-like »

Ces composés dits « endocannabinoid-like », composés d’acides gras mono-insaturés ou saturés sont
incapables de lier les récepteurs CBR mais ont la capacité de potentialiser les effets des ECs sur leurs
récepteurs.

Dans cette famille NAE, on distingue le N-PalmitoylEthanolAmine (PEA) et le N-OleoylEthanolAmine
(OEA) (Figure 20). Il semblerait que ces autres NAE soient présents a des niveaux plus importants que
I’AEA dans le cerveau. Ces deux composés partagent avec I’AEA les mémes voies métaboliques et
cataboliques (Matias et al., 2007) et sont capables d’activer les deux récepteurs GPRS55 et GPR119 (Fezza
et al., 2014) ainsi que le récepteur nucléaire PPARo (Fu et al., 2003; Lo Verme et al., 2005). Plusieurs
travaux suggerent que I’OEA régule négativement la prise alimentaire et la lipogenése (Di Marzo and
Matias, 2005; Fu et al., 2003; Oveisi et al., 2004) pendant que le PEA a montré des effets anti-
inflammatoires et protecteurs sur les cellules (Re et al., 2007).

Le 2-OleylGlycerol (2-OG), quant a lui, est un composé derive de la famille des MAG qui lie également
le récepteur GPR119 (Syed et al., 2012).

3) Dégradation des ECs
a. Internalisation des ECs

La signalisation par les ECs se termine par leur inactivation, un processus intracellulaire ayant lieu suite a
leur internalisation. Pour cela, un transporteur membranaire, I’AMT (Anandamide Membrane Transporter)
va permettre la diffusion facilitée des molécules a travers la membrane plasmatique (Di Marzo et al., 1994;
Hillard and Jarrahian, 2003). Ce transporteur initialement identifié comme étant spécifique de I’anandamide
serait €également capable de transporter d’autres ECs comme le 2-AG, le noladin ether, le virodhamine et
le NADA (Wilson and Nicoll, 2002).
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Une fois a I’intérieur de la cellule, les ECs vont subir une hydrolyse dépendante de leur nature chimique.

b. Dégradation de ’AEA

La FAAH, localisée au niveau du RE, est I’enzyme majoritairement responsable de I’hydrolyse de I’AEA
en acide arachidonique et éthanolamine, mais cette enzyme peut également, dans certains cas, étre
responsable de I’hydrolyse du 2-AG (Cravatt et al., 1996).

Une seconde FAAH, la FAAH 2 a également été identifiée chez I’Homme dans divers tissus périphériques
mais pas chez la souris (Muccioli, 2010). Enfin, il existe une troisiéme enzyme capable d’hydrolyser ’AEA,
la NAAA (N-Acylethanolamine-hydrolyzing Acid Amidase) fortement exprimée au sein des cellules

immunitaires (Muccioli, 2010) (Figure 21).

c. Dégradation du 2-AG

Bien que le 2-AG soit un substrat de la FAAH, la voie majoritaire de dégradation de cet EC implique les
MAGLs (Dinh et al., 2002) entrainant la libération de glycérol et d’acide arachidonique (Muccioli, 2010).
Ces enzymes ont été retrouvées a la fois aux niveaux membranaire et cytoplasmique. D’autre part, deux
autres enzymes capables de dégrader le 2-AG ont récemment été découvertes : les hydrolases ABHD 6
et 12 (Blankman et al., 2007) (Figure 22).

d. Devenir des endocannabinoides

L’éthanolamine issue de la dégradation de ’AEA, le glycérol issu de la dégradation du 2-AG et I’acide
arachidonique commun a la dégradation des deux ECs vont ensuite étre recyclés au sein des phospholipides
membranaires.

Une voie alternative consiste en leur conversion en médiateurs lipidiques sous 1’action des lipooxygénases,
des cyclooxygénases et des cytochromes P450 oxydases catalysant des réactions d’oxydation de ces
composés (Kozak and Marnett, 2002; Muccioli, 2010; Rouzer and Marnett, 2008) (Figure 21 et 22). Ces
produits issus de 1’oxydation des ECs ont d’ailleurs montré des activités biologiques via une action sur des

récepteurs différents de ceux liant les ECs (Maccarrone et al., 2015).

D. Voies de signalisation régulées par les CBR

Une fois activés par leurs ligands, les récepteurs CBR vont permettre le recrutement des protéines Gi pour
moduler plusieurs voies de signalisation intracellulaires (Figure 23).Depuis quelques années, de nombreux

travaux suggérent également une deuxiéme vague de signalisation dépendante des B-arrestines
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1) Principales voies de signalisation intracellulaires régulées par les
protéines G

a. Modulation de Dactivité de I’adénvylate cyclase

L’une des réponses cellulaires les plus classiques a I’activation des CBR est I’inhibition de 1’adénylate
cyclase et par conséquent I’inhibition de la synthése d’AMPc (Howlett and Fleming, 1984) (Figure 23).
Toutefois, il a également été montré que ’activation des récepteurs CBIR de cellules traitées a la toxine
pertussique (inhibiteur des protéines Gi) conduit a la stimulation de I’adénylate cyclase suggérant donc que
dans certains cas, les récepteurs CBR pourraient étre couplés a des protéines Gs lorsque les protéines Gi
sont indisponibles (Abadji et al., 1999; Calandra et al., 1999; Glass and Felder, 1997; Kearn et al., 2005).
Cependant la réalité physiologique de ce type de recrutement n’a pas ét¢é démontrée d’autant plus que
Mukhopadhyay et al. n’ont pas réussi a co-immunoprécipiter d’autres types de protéines G que les Gi avec
les récepteurs CB1R (Mukhopadhyay et al., 2000).

b. Modulation des MAP kinases

Outre la modulation de I’activité de 1’adénylate cyclase par le biais des protéines Gi, les cannabinoides sont
également capables de moduler des voies de signalisation impliquant par exemple la famille des MAPK
telle que p44/42 (Bouaboula et al., 1995), p38 et INK (Liu et al., 2000; Rueda et al., 2000) (Figure 23).

c. Activation de la voie PI3K/Akt

La stimulation des récepteurs CBIR pourrait également étre a 1’origine d’une modulation de la voie
PI3K/Akt comme le suggere 1’activation de la PKB, dépendante des protéines Gi, par des agonistes CB1R
(Gomez del Pulgar et al., 2000) (Figure 23).

d. Modulation de activation des canaux ioniques

Les récepteurs CB1R sont couplés a certains canaux ioniques dont ils peuvent moduler 1’activité. Ainsi, il
a été montré que les CBIR sont capables d’inhiber des canaux calciques sensibles au potentiel de type L,
N et P/Q (Caulfield and Brown, 1992) et de stimuler les canaux potassiques (Henry and Chavkin, 1995)
(Figure 23). La modification de I’activité des canaux va jouer un rble primordial dans les propriétés

neuromodulatrices des ECs.
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Cannabinoides

Figure 23: Voies de signalisation des CB1R régulées par les protéines G
(Réalisée a partir de la banque d’images PowerPoint Servier Medical Art)

2) Signalisation dépendante des g-arrestines

Il existe 4 isoformes des B-arrestines mais il semblerait que seuls les isoformes 1 et 2 soient impliqués dans

la signalisation par les CB1R. Ainsi, la B-arrestine 2 serait majoritairement impliquée dans la

désensibilisation et I’internalisation des CB1R suite a la phosphorylation du récepteur par des kinases (G
protein-coupled Receptor Kinases, GRK) (Figure 24). Néanmoins, méme la forme internalisée du CB1R
serait capable d’activer la voie des MAPK (Nguyen et al., 2012; Nogueras-Ortiz and Yudowski, 2016)

La B-arrestine 1, quant a elle, conduit a une régulation de la transcription de gene et de la synthése protéique

via I’activation de différentes kinases (Delgado-Peraza et al., 2016; Nogueras-Ortiz and Yudowski, 2016)

(Figure 24).
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Figure 24: Voies de signalisation des CB1R régulées par les -arrestines
(Nogueras-Ortiz and Yudowski, 2016)
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E. Modulation de la transmission synaptique

Les récepteurs CB1R sont parmi les récepteurs couplés aux protéines G les plus abondants dans le cerveau
avec une densité comparable a celle des canaux a 1’Acide y-AminoButyrique (y-AminoButyric Acid,
GABA) et au glutamate (Howlett et al., 2004). Bien que la présence des CB1R ait été mise en évidence
dans I’environnement neuronal et plus précisément sur les cellules gliales, ¢’est au hiveau des terminaisons
présynaptiques neuronales que ces récepteurs sont majoritaires et ou ils sont impliqués dans les processus
de neuromodulation rétrograde (Katona et al., 1999; Nyiri et al., 2005). En effet, au cours d’une activation
synaptique induisant une dépolarisation postsynaptique, on assiste & une augmentation de la concentration
en calcium intracellulaire qui déclenche la synthése des ECs. Ces derniers sont alors directement libérés
dans la fente synaptique pour agir sur les CB1R présents sur la membrane des terminaisons présynaptiques
(action rétrograde) (Di Marzo and Deutsch, 1998; Howlett, 2002). L’activation des récepteurs CBI1R par
les ECs va ensuite conduire a la modulation de I’activité des canaux calciques des terminaisons
présynaptiques (vu précédemment) a I’origine d'une inhibition de libération de neurotransmetteurs
inhibiteurs comme le GABA ou stimulateurs comme le glutamate (Gerdeman and Lovinger, 2001; Hoffman
and Lupica, 2000) et par conséquent a la modulation de I’activité synaptique (Figure 25). La réduction de
la fréquence de décharge neuronale associée a une diminution de la durée du potentiel d’action a pour
conséquence une mise sous silence transitoire des neurones exprimant les CB1R. Ainsi, I’activation des
CB1R neuronaux par les cannabinoides, en modulant la transmission synaptique, est a 1’origine de

différents effets psychotropes tels que I’hypolocomotion, I’analgésie et I’hyperphagie (Costa et al., 1999).
.nhvnol \

Figure 25: Modulation de la transmission synaptique par les endocannabinoides
(Mazier et al., 2015)

F. SEC central et prise alimentaire

Des observations reportées en 1975 par Abel (Abel, 1975) ont indiqué que les consommateurs de cannabis
se nourrissaient davantage que les non consommateurs suggérant ainsi I’effet orexigéne du principe actif

du cannabis, le A9-THC. Ces résultats ont ensuite été confirmés par Greenberg et al. qui montrent qu’en
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plus de I’augmentation de la prise alimentaire, la consommation de marijuana est également associée a une
prise de poids (Greenberg et al., 1976). C’est depuis cette découverte que la communauté scientifique
s’intéresse a 1’action centrale du SEC sur la prise alimentaire.

Une stimulation pharmacologique du SEC par administration du cannabinoide exogéne, le A9-THC
entraine une hyperphagie a partir d’une dose de 0,5 mg/kg (Williams et al., 1998). De facon intéressante,
I’anandamide, méme a tres faible dose, a montré des effets orexigenes similaires (Hao et al., 2000).

1) Modulation du tonus endocannabinoide central en fonction de I’état
nutritionnel

Il est maintenant clairement établi que le SEC est activé en réponse a des situations de stress ou des
situations nocives pour I’organisme afin de restaurer I’homéostasie corporelle. Ainsi, il a ét¢ montré que ce
systeme est activé suite a une période de privation alimentaire afin de rétablir I’homéostasie énergétique
par un mécanisme adaptatif qui consiste en 1I’induction de la prise alimentaire.

En effet, le role spécifique des CB1R dans les mécanismes de régulation de la prise alimentaire a rapidement
été mis en évidence. Suite a une période transitoire de privation alimentaire, des souris déficientes pour le
récepteur CB1R se nourrissent moins que les souris sauvages (Di Marzo et al., 2001). De plus, les niveaux
d’ECs sont augmentés et maximaux dans 1’hypothalamus et le noyau accumbens chez des rongeurs suite a
une privation alimentaire, normalisés au cours de la réalimentation et minimaux suite a la prise alimentaire
(Di Marzo et al., 2001; Kirkham et al., 2002).

Le tonus endocannabinoide cérébral semble également étre régulé par certaines hormones périphériques
telles que la leptine et la ghréline. En effet, une corrélation inverse entre les niveaux hypothalamiques d’ECs
et les niveaux circulants de leptine a été observée (Di Marzo et al., 2001). Une étude suggére que la leptine
est capable d’augmenter la dégradation de I’anandamide en stimulant I’expression de I’enzyme de
dégradation, la FAAH (Maccarrone et al., 2003). En paralléle, une signalisation défectueuse de la leptine
dans I’hypothalamus a été associée a I’activation des CBL1R puisque le blocage périphérique de ces
récepteurs conduit a une restauration la sensibilité a I’hormone (Tam et al., 2017).

Concernant la ghréline, des travaux ont mis en évidence une corrélation positive entre les niveaux
hypothalamiques d’ECs et ’augmentation des niveaux circulants de ghréline aprés une période de privation
alimentaire (Tucci et al., 2004). En réponse, il a été montré que la ghréline augmente les niveaux
hypothalamiques d’ECs (Kola et al., 2008).

2) Contr6le hédonique et homéostatigue de la prise alimentaire

Les ECs, en agissant via les CB1R centraux, seraient capables de contrdler la prise alimentaire a deux

niveaux : d’une part sur la composante hédonique c’est-a-dire sur la motivation a s’alimenter en
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interagissant avec la voie mésolimbique impliquant des mécanismes de récompense et d’autre part sur la
composante homéostatique de la prise alimentaire via une action «a la demande » au niveau de
I’hypothalamus impliquant la régulation de médiateurs orexigéniques et anorexigéniques en vue de
répondre aux besoins énergétiques et de maintenir I’homéostasie énergétique (Di Marzo and Matias, 2005;
Harrold and Williams, 2003). En effet, en plus d’avoir été détectés dans les noyaux hypothalamiques, les
récepteurs CB1R ont été identifiés dans le noyau accumbens (Gonzélez et al., 1999; Robbe et al., 2002).
La preuve de I’implication de différentes zones cérébrales a été apportée par des études indiquant que
I’injection d‘ECs dans des noyaux hypothalamiques ou dans le noyau accumbens entraine une stimulation
de la prise alimentaire chez des animaux en pré-satiété (Cota et al., 2003; Jamshidi and Taylor, 2001). A
I’inverse, le blocage des CB1R par le Rimonabant semble limiter cet effet orexigene (Jamshidi and Taylor,
2001).

G. SEC et obesite
1) Hyperactivation du SEC au cours de I’obésité

La mise en évidence d’une augmentation de la prise alimentaire en réponse a une augmentation du tonus
endocannabinoide dans différentes régions du cerveau a ensuite amené la communauté scientifique a
s’interroger sur les effets de ce systeme dans des pathologies associées a des désordres métaboliques tels
que 1’obésité et le syndrome métabolique. En effet, une augmentation du tonus endocannabinoide cérébral
est retrouvée au cours de I’obésité chez des souris db/db et ob/ob (Di Marzo et al., 2001).
L’hyperactivation du SEC a également été retrouvée au niveau périphérique avec une augmentation des
niveaux circulants et tissulaires d’ECs, une modification de 1’expression des récepteurs et une modulation
de I’activité des enzymes de synthése et de dégradation. Chez I’Homme, de nombreuses études rapportent
une augmentation des niveaux circulants d’AEA et/ou 2-AG ainsi qu’une modification de I’expression des
genes codant pour les CB1R et les enzymes de synthese/dégradation (Bluher et al., 2006; Coté et al., 2007,
Engeli et al., 2005). De plus, ces études suggerent une corrélation positive entre les niveaux circulants
d’ECs et des marqueurs de I’obésité tels que I’IMC, le tour de taille, la masse grasse viscérale ainsi que la
résistance a I’insuline.

Chez le rongeur, un régime riche en graisses conduit également a une modulation du tonus
endocannabinoide et de I’expression des génes du SEC dans plusieurs tissus périphériques chez la souris
(Jourdan et al., 2010; Starowicz et al., 2008; Tam et al., 2010) et le rat Zucker (lannotti et al., 2013; Jourdan
et al., 2013). De plus, I’utilisation du modele de souris déficientes pour le récepteur CB1R a apporté une
preuve supplémentaire de 1I’implication de ces récepteurs dans le développement de I’obésité. En effet ces
souris sont résistantes a 1’obésité induite par un régime riche en graisses par rapport aux souris sauvages et

présentent un phénotype sain (Osei-Hyiaman et al., 2005, 2008; Ravinet Trillou et al., 2004).
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2) Origines de ’augmentation _du_tonus_endocannabinoide au cours de
Dobésite
a. Role des lipides d’origine alimentaire et endogéne

Parmi les facteurs impliqués dans la dérégulation du SEC au cours de I’obésité, I’augmentation de 1’apport
alimentaire et notamment 1’augmentation de la proportion de lipides est un facteur majoritaire. En effet, les
ECs étant des lipides synthétisés a partir d’acides gras a longue chaine et que ces acides gras sont
majoritairement apportés par 1’alimentation, il n’est pas improbable de penser que I’apport de précurseurs
augmente la synthése endogene des ECs.

En lien avec I’augmentation de la quantité de lipides alimentaires, la composition lipidique du régime
alimentaire semble également jouer un réle important dans 1’augmentation des niveaux d’ECs. En effet, un
régime riche en oméga-6 et faible en oméga-3 conduit a une augmentation des niveaux d’AEA et 2-AG
dans le cerveau de souris et de porcelets (Berger et al., 2001; Watanabe et al., 2003). De la méme maniere
un régime riche en graisses a 8% d’acide linoléique entraine une augmentation des niveaux d’ECs aux
niveaux hépatique et cérébral (Alvheim et al., 2012).

A T’inverse, une supplémentation en huile de Krill riche en oméga-3 diminue les niveaux d’ECs ainsi que
ceux de leur précurseurs dans de nombreux tissus périphériques (Piscitelli et al., 2011). Dans une autre
étude, un régime de 10 semaines a 5% de lipides présentant un rapport n-6/n-3 égal a 52,7 administré
précocement & des souris entraine une diminution du tonus endocannabinoide hépatique en comparaison a
un régime présentant un rapport n-6/n-3 égal a 1,1 (Demizieux et al., 2016). Dans cette étude, les auteurs
suggerent également que la diminution du tonus endocannabinoide induite par le régime précoce est
associee a des effets métaboliques bénéfiques qui persistent aprés un challenge hyperlipidique.

En parallele du réle joué par les acides gras du régime, les acides gras endogenes semblent également étre
capables de réguler les taux d’endocannabinoides. En effet, il a été reporté que 1’augmentation des niveaux
d’AEA dans le foie au cours d’une obésité induite par un régime riche en graisses serait en partie due a une
augmentation de la synthése d’Acides Gras Mono-Insaturés (AGMI), des inhibiteurs puissants de la FAAH
hépatique. Néanmaoins, cette action serait spécifique des AGMI dérivés de la synthése endogene par la
Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCD1) et non pas des AGMI dérivés du régime alimentaire (Liu et al., 2013).
Enfin, I’ingestion de graisses conduit a une augmentation des niveaux d’ECs dans le jéjunum de rats. Cet
effet étant absent au cours d’une vagotomie suggere que la présence des lipides dans la cavité orale entraine
une réponse céphalique a l’origine de 1’augmentation du tonus endocannabinoide dans le jéjunum
(DiPatrizio et al., 2011).
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b. Développement de la résistance a ’insuline et a la leptine

Nous avons vu précedemment le r6le inhibiteur de la leptine sur la régulation des niveaux d’ECs cérébraux.
Il est maintenant bien établi que 1’obésité s’accompagne a la fois d’une augmentation des niveaux de leptine
et d’une résistance a I’action de cette hormone. Ainsi, les travaux de Di Marzo et al. montrent qu’une
signalisation défectueuse de la leptine chez des animaux obeses est associée a une augmentation du tonus
endocannabinoide cérébral. (Di Marzo et al., 2001).

De la méme maniere, il a été montré que I’insuline pouvait réguler négativement le tonus endocannabinoide
au niveau périphérique. Des études mettent en évidence une diminution des niveaux d’AEA en situation
postprandiale chez des sujets sains (Engeli et al., 2014; Matias et al., 2006). De plus, les travaux d’Engeli
et al. démontrent que des patients diabétiques présentent des taux d’AEA et 2-AG circulants supérieurs par
rapport aux patients sains mettant ainsi en avant la nécessité d’une sensibilité a I’insuline dans la régulation
des niveaux d’ECs. En accord avec cette observation, les travaux de Di Marzo et al. ont permis de mettre
en évidence une diminution des niveaux d’AEA chez des patients normo-pondérés suite a une infusion
d’insuline alors qu’elle n’est pas observable chez des patients diabétiques ce qui suggére une régulation des
niveaux plasmatiques d’ECs par I’insuline (Di Marzo et al., 2009). Ainsi, les situations physiopathologiques
conduisant a une résistance a I’insuline ou a la leptine telle que 1’exposition prolongée a un régime riche en

graisses semblent favoriser I’hyperactivation du SEC.

c. Polymorphisme génétigue

Des polymorphismes de genes du SEC ont été identifiés. En particulier, on distingue le polymorphisme de
geéne faux sens FAAH 385 A/A qui a été associé au surpoids et a ’obésité (Sipe et al., 2005) ainsi que
I’existence de variants du gene CBIR associés au syndrome métabolique et a des dyslipidemies (Baye et
al., 2008; Bordicchia et al., 2010).

Les données bibliographiques présentées jusqu’ici, supportent I’idée que les endocannabinoides, en activant
principalement les CB1R, jouent un r6le dans la régulation du métabolisme énergétique et dans les
désordres métaboliques associés a 1I’obésité. Ainsi, des molécules pharmacologiques & action antagoniste

visant spécifiquement les CB1R ont été développés en vue de traiter I’obésité et les pathologies associées.

3) Le Rimonabant, premier antagoniste CB1R anti-obesité

Le Rimonabant, premier antagoniste spécifique des récepteurs CB1R (Rinaldi-Carmona et al., 1995) a avoir
¢été approuve pour des fins thérapeutiques et commercialisé par Sanofi sous le nom d’Acomplia en Europe

a montre des résultats probants chez des patients atteints d’obésité ou de surpoids.
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Une grande étude (RIO, Rimonabant In Obesity) a €té menée en paralléle sur plusieurs populations de
patients présentant un surpoids ou une obésité traités ou non pour leur hyperlipidémie, soit plus de 6600
patients au total. Les résultats ont montré une diminution significative du poids et du tour de taille chez les
patients traités par 1’antagoniste a raison de 20 mg/kg/jour en association avec un régime hypocalorique par
rapport aux patients traités par le placebo. En plus de la perte de poids observeée, les patients ont également
vu leur profil métabolique s’améliorer avec une augmentation du cholestérol HDL (High Density
Lipoprotein) et des niveaux d’adiponectine circulants ainsi qu’une diminution des TG, de la glycémie a
jeun et de I’hémoglobine glyquée ou HbAlc et enfin d’une amélioration de la résistance a I’insuline
(Després et al., 2005; Van Gaal et al., 2005).

De la méme maniére, des études menées avec 1’antagoniste sur des souris rendues obeses par un régime
obésogéne conduit a des effets similaires a ceux observés chez I'Homme. En effet, 1’inactivation
pharmacologique du récepteur chez des souris rendues obeses par un régime obésogene conduit a une
diminution de la prise alimentaire et a une perte de poids. De plus, une amélioration des parametres
métaboliques a été observée chez ces souris telle qu’une diminution des niveaux circulants de leptine,
d’insuline, du glucose, des AGL ainsi qu’une augmentation des niveaux circulants d’adiponectine et d’une
amélioration de la résistance a I’insuline (Jourdan et al., 2010; Osei-Hyiaman et al., 2005, 2008; Poirier et
al., 2005; Ravinet Trillou et al., 2003).

Cependant, les études cliniques chez I’Homme ont également révélé des effets secondaires psychotropes
néfastes chez les patients traités par 1’antagoniste comme la dépression, I’anxiété, des troubles du sommeil
(Christensen et al., 2007) ainsi qu’une augmentation du risque de suicide. Ces effets néfastes ont conduit
au refus de mise sur le marché aux Etats-Unis par la FDA (Food and Drug Administration) ainsi qu’a son
retrait du marché Européen par ’EMA (European Medicines Agency) en 2008 aprés une autorisation de

mise sur le marché en 2006.
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Tableau 2 : Bilan des conséquences métaboliques et effets indésirables des études cliniques R1O
(Matias and Di Marzo, 2007)

RIO-Europe [57] RIO-Lipids [58] RIO-Morth America [59] RIO-Diabetes [60]"

Obese patients n=1507 n=1036 n=3045 n=1047

Patient characteristics BMI =30 kg/m?® or BMI =27 BMI 34 kg/m? with BMI =30 kg/m® or BMI =27 BMI =30 kg/m? with type
kg/m” with untreated untreated kg/m® with untreated 2 diabetes mellitus and
hyperlipidemia hyperlipidemia hyperlipidemia treated hyperglycaemia

Weight (A, kg) 4.7 -5.4 —4.7 -39

Waist (A, cm) —4.2 4.7 -3.6 -33

Triglycerides (% decrease) 15.1 12.4 13.2 16.4

HDL (% increase) 8.9 8.1 7.2 8.4

Glucose (A, mmal/l) 0.11 0.02 0.04 097

Insulin (4, pU/ml) 28 26 28 1.1

Main adverse events (A Dizziness: +3.8 Dizziness: +3.7 Dizziness: +1.6 Dizziness: +4.0

between the % observed in Mausea: +8.6 MNausea: +9.5 Nausea: +5.4 Mausea: +6.0

the rimonabant and placebo Diarrhoea: +4.2 Diarrhoea: +3.1 Diarrhoea: +0.2 Diarrhoea: +0.0

groups) Insomnia: +2.4 Insomnia: +3.8 Insomnia: +1.4 Insomnia: +0.0
Anxiety: +1.9 Anxiety: +4.9 Anxiety: +4.0 Anxiety: +2.0
Depression: —0.3 Depression: +0.2 Depression: +2.1 Depression: +2.1

Adverse events leading to Dizziness: +0.3 Dizziness: +0.9 Dizziness: +0.5 Dizziness: +0.9

discontinuation (A between Nausea: +2.3 Nausea: +1.2 Nausea: +0.7 Nausea: +1.2

the % observed in the Diarrhoea: +0.5 Diarrhoea: +0.6 Diarrhoea: +0.0 Diarrhoea: +0.0

rimonabant and placebo Insomnia: +0.2 Insomnia: +0.0 Insomnia: +0.3 Insomnia: +0.0

groups) Anxiety: +0.7 Anxiety: +1.1 Anxiety: +0.7 Anxiety: +0.6
Depression: +0.7 Depression: +3.5 Depression: +0.9 Depression: +2.1

*Summary of the main results of clinical trials performed to date on imonabant in obesity (RIOQ) in different types of obese populations (results after one year of treatment with
20 mgfd) [57-60].

®In the RIO Diabetes study an average decrease of 0.7% of glycated haemoglobin (Hb1c), on top of that induced by treatment with metformin or sulphonylurea, was also
observed |60].

4) Le SEC périphérigue comme nouvelle cible thérapeutique

L’intérét d’étudier les conséquences de I’activation du SEC au niveau périphérique a pris une importance
considérable suite aux études menées sur le blocage pharmacologique ou génétique des récepteurs CB1R
et des effets associés. En effet, en plus des effets positifs d’un blocage pharmacologique des récepteurs,
plusieurs études menées sur des souris déficientes pour les récepteurs CB1R ont montré qu’elles sont
résistantes a 1’obésité induite par un régime riche en graisses et présentent un phénotype sain qui se traduit
par une perte de poids, une diminution de la masse grasse, un meilleur profil glucidique, une meilleure
tolérance au glucose et une meilleure sensibilité a I’insuline par rapport aux souris sauvages (Gonzalez-
Mariscal et al., 2016; Osei-Hyiaman et al., 2008; Ravinet Trillou et al., 2004).

A I’inverse, I’activation des CB1R par divers agonistes conduit a une baisse de la tolérance au glucose chez
des rats Wistar alors qu’un prétraitement par un antagoniste contrecarre 1’effet de 1’agoniste sur la tolérance
au glucose (Bermuddez-Siva et al., 2006). Ainsi, il semblerait que 1’activation des récepteurs CBIR exerce
des effets négatifs sur I’homéostasie glucidique et la sensibilité a 1’insuline alors que le blocage de ces

récepteurs permet en partie d’améliorer ces facteurs métaboliques.
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L’ensemble de ces études menées en paralléle par différentes équipes a relevé que la perte de poids observée
suite a I’inactivation des récepteurs CB1R de maniére pharmacologique ou génétique ne pouvait étre
uniquement la conséquence d’une diminution de la prise alimentaire mais impliquait également des
changements métaboliques permettant de potentialiser et de soutenir la perte de poids. En effet,
I’observation d’une perte de poids importante associée uniquement a une réduction transitoire de la prise
alimentaire suite a I’inactivation génétique ou pharmacologique des CB1R a permis d’émettre I’hypothése
d’une action périphérique du blocage des récepteurs en plus de ’action centrale sur la prise alimentaire
(Poirier et al., 2005; Ravinet Trillou et al., 2003). Cette hypothése a d’autant plus été soutenue par la mise
en évidence du SEC dans de nombreux tissus périphériques comme le foie, le muscle, le TA, le pancréas,
le tractus gastro-intestinal par I’identification des récepteurs (CB1R et CB2R), des enzymes de synthése et
de dégradation ainsi que des ligands (Casu et al., 2003; Crespillo et al., 2011; Demizieux et al., 2016;
Duncan et al., 2008; Starowicz et al., 2008). De plus, plusieurs études démontrent une hyperactivation du
SEC dans des tissus périphériques au cours de 1’obésité (Bluher et al., 2006; Engeli et al., 2005; Matias et
al., 2008; Starowicz et al., 2008) et le développement d’antagonistes CB1R a action périphérique a permis
de confirmer ces hypothéses puisque ces composes se sont révélés au moins aussi efficaces que le
Rimonabant dans des études précliniques effectuées chez des rongeurs obeses et/ou diabétiques(Cluny et
al., 2010; Hsiao et al., 2015; Jourdan et al., 2013; Tam et al., 2010, 2012). Ainsi, I’activation du SEC au
niveau de ces organes périphériques pourrait concourir a la dérégulation du métabolisme énergétique
observée au cours de la pathologie. Parmi ces tissus, on distingue le pancreéas, le tractus gastro-intestinal,

le muscle, le foie et le TA.

5) SEC et pancréas
a. ldentification du SEC dans les ilots

Plusieurs études menées en paralléle sur ’'Homme et la souris ont permis de mettre en évidence la présence
des CBR ainsi que la machinerie enzymatique nécessaire a la synthése et a la dégradation des ECs au sein
des Tlots pancréatiques. Cependant, des divergences existent quant a la localisation des récepteurs sur les
cellules a et B. Certaines suggerent une localisation CB1R uniquement sur les cellules o (Juan-Picé et al.,
2006) alors que d’autres études suggerent une localisation a la fois sur les deux types cellulaires (Kim et
al., 2011, Starowicz et al., 2008).

In vitro, I'utilisation de cellules B issues d’insulinomes (RIN-m5F ou MING) ont permis de mettre en
évidence d’une part la présence des génes codant pour les CBIR et CB2R ainsi que de leurs protéines mais

également des génes codant pour la machinerie enzymatique du SEC (Li et al., 2010; Matias et al., 2006).
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b. SEC et activité f-pancréatique

Le pancréas joue un role fondamental dans le maintien de I’homéostasie glucidique mais il semblerait que
I’activation du SEC dans ce tissu conduise a une altération de la fonction -pancréatique (Figure 27).
D’une part, la stimulation des CBIR est a I’origine d’une augmentation de 1’activité apoptotique et de la
mort cellulaire suite a une interaction physique entre le récepteur a I’insuline et les CBIR et une
signalisation défectueuse de la voie Akt. Ceci entraine une diminution de la phosphorylation inhibitrice de
Bad, et par conséquent, & une augmentation de son activité apoptotique. (Kim et al., 2012). A I’inverse, le
blocage des récepteurs CB1R de maniére génétique ou pharmacologique conduit a une augmentation de la
prolifération et de la masse des cellules B-pancréatique via une augmentation du signal insulinique IRS2-
Akt (Kim et al., 2011). Un rdle des macrophages environnants dans I’induction de I’apoptose des cellules
B suite a I’activation du NLRP3 inflammasome par les CBI1R et du relargage d’IL1-B par la caspase 1
activée a été propose par Jourdan T. et al. (Jourdan et al., 2013).

D’autre part, une altération de la fonction sécrétrice du pancréas a été observée suite a 1’activation du SEC.
Cependant les données de la littérature restent controversées. En effet, certaines études suggerent une
inhibition de la sécrétion d’insuline gluco-dépendante suite a 1’activation des CB1R via une inhibition des
oscillations calciques au sein d’ilots pancréatiques murins (Juan-Pico et al., 2006; Nakata and Yada, 2008).
En accord avec ces travaux, il semblerait que des souris déficientes pour les CB1R sont plus sensibles a
I’action du peptide GLP-1 (Glucagon Like Peptide 1) sur la sécrétion d’insuline gluco-dépendante. De plus,
I’activation des CB1R dans des ilots pancréatiques humains ou murins diminue la sécrétion d’insuline
induite par le GLP-1 et cet effet est prévenu par le blocage des CB1R (Gonzéalez-Mariscal et al., 2016).

A D’inverse, d’autres données suggérent une stimulation de la sécrétion d’insuline suite au traitement de
cellules B-pancréatiques par des agonistes CB1R en favorisant la mobilisation du calcium intracellulaire
(De Petrocellis et al., 2007; Li et al., 2010; Matias et al., 2006). Des études sur des Tlots humains ont
¢galement confirmé I’effet stimulateur des agonistes CB1R sur la sécrétion d’insuline basale ou induite par
le glucose (Bermudez-Silva et al., 2008). Ces résultats sont confortés par le fait qu’un blocage des CBIR
conduit a une inhibition de la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Getty-Kaushik et al., 2009) via
une activation du complexe mTORC1 (Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1) (Bermudez-Silva et
al., 2016).

Puisque qu’au cours de 1’obésité, on assiste a une altération de la fonction B-pancréatique avec une perte
des cellules B associée a une dérégulation de la sécrétion d’insuline (DeFronzo, 2009) et que le blocage
pharmacologique (Jourdan et al., 2013; Rohrbach et al., 2012) ou génetique (Jourdan et al., 2017a) des
CB1R chez des animaux obéses améliore ces parametres, ceci suggere un role du SEC sur I’altération de la

fonction B-pancréatique au cours de 1’obésité.
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6) SEC et tractus Gl

a. ldentification du SEC dans les différentes parties du tractus gastro-
intestinal

Les premiéres études relatives aux effets de I’activation du SEC sur la prise alimentaire avaient deja permis
de suggérer la présence du SEC dans le tractus gastro-intestinal et son implication dans la régulation de la
prise alimentaire via une modulation de la communication intestin-cerveau. Plus tard, la présence des CB1R
et CB2R a été mise en évidence dans différentes parties du tractus gastro-intestinal chez la souris et
I’Homme (Casu et al., 2003; Croci et al., 1998; Storr et al., 2002; Troy-Fioramonti et al., 2015; Wright et
al., 2005). Les enzymes de dégradation des ECs, la FAAH et la MAGL ont également été détectées au sein
du tractus gastro-intestinal du rongeur (Capasso et al., 2005; Duncan et al., 2008; Katayama et al., 1997).
Enfin, il semblerait que les niveaux d’ECs varient en fonction de la partie du tractus intestinal considérée.
Alors que les niveaux de 2-AG sont plus importants dans I’intestin gréle que dans le colon de la souris, les

niveaux d’AEA sont quant a eux plus élevés dans le colon que dans I’intestin gréle (Pinto et al., 2002).

b. Conséquences de activation du SEC sur le tractus gastro-intestinal

L’obésité est associée a une dérégulation du SEC au niveau du tractus gastro-intestinal qui se traduit par
une augmentation du tonus endocannabinoide dans I’intestin gréle de rats Zucker ou de souris rendues
obéses par un régime obésogene (Diet Induced Obesity, DIO) (lzzo et al., 2009). Il semblerait que les
modifications du microbiote intestinal observées au cours de 1’obésité puissent étre a 1’origine de la
dérégulation de I’activité du SEC (Cani et al., 2016). Les travaux de Muccioli et al. montrent qu’une
modification du microbiote intestinal par différentes stratégies conduit & une modulation de 1I’expression
des CB1R, une diminution des niveaux d’AEA et une augmentation de I’expression de son enzyme de
dégradation, la FAAH au niveau du colon. Enfin, une corrélation positive entre la baisse du LPS
plasmatique, les niveaux d’AEA et I’expression des CBIR a été observée chez ces animaux suggérant ainsi
un role du SEC dans la perméabilité intestinale. En effet, ces travaux ont montré que I’activation des CB1R
altere la fonction barriére de I’intestin en augmentant la perméabilité intestinale. Ces effets sont néanmoins
abrogés par le blocage des récepteurs par le Rimonabant (Muccioli et al., 2010).

Dans une autre étude, I’administration de bactéries Akkermansia muciniphila a des souris sous régime
enrichi en graisses conduit a une augmentation des niveaux intestinaux de 2-AG, une amélioration de la
fonction barriére de I’intestin et une diminution de I’endotoxémie métabolique suggérant ainsi un role
protecteur du 2-AG sur la fonction barriére de I’intestin. A I’inverse, I’AEA semblerait plutdt avoir un effet

néfaste sur ce parameétre (Everard et al., 2013).
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Cette dérégulation de I’activité du SEC est associée a une diminution de 1’ensemble du transit gastro-
intestinal (Carai et al., 2006) en commencant par la vidange gastrique (Abalo et al., 2011), le transit dans
I’intestin gréle (Troy-Fioramonti et al., 2015) et la propulsion colique (Pinto et al., 2002) (Figure 27).
D’autre part, I’activation des CBIR est associ¢e a une modulation des sécrétions hormonales telle qu’une
augmentation de la secrétion de ghréline par les cellules gastriques (Senin et al., 2013; Zbucki et al., 2008)
et une modulation de la sécrétion d’incrétines par les cellules intestinales. Alors qu’une étude montre que
I’activation des CBIR sur des cultures primaires d’intestin conduit a une diminution de la sécrétion du
peptide GIP (Gastric Inhibitory Peptide) uniquement (Moss et al., 2012), une autre étude menée in vivo
suggere que I’injection d’anandamide conduit a une diminution de la sécrétion des deux hormones GIP et
GLP-1 au cours d’un test de tolérance oral au glucose (Troy-Fioramonti et al., 2015). Les travaux de
Gonzélez-Mariscal et al. montrent également une augmentation de la concentration plasmatique
postprandiale en GLP-1 chez des souris CB1R™ par rapport a des souris CB1R**(Gonzélez-Mariscal et al.,
2016) (Figure 27).

A P’inverse, le blocage des CB1R par le Rimonabant chez des animaux obeses conduit a une augmentation
du transit gastro-intestinal (Sun and Chen, 2012) et a une diminution de la sécrétion de la ghréline (Cani et
al., 2004).

7) SEC et muscle
a. ldentification du SEC dans le muscle squelettique

La présence du SEC dans le muscle squelettique a été confirmée par la présence des récepteurs CBR et
TRPV1 ainsi que des enzymes de synthése et de dégradation des ECs a la fois chez I’Homme et le rongeur
(Cavuoto et al., 2007a; Crespillo et al., 2011).

Au cours de 1’obésité induite par un régime riche en graisses, on assiste a une profonde modification de
I’expression des génes du SEC ainsi que du tonus endocannabinoide. Cependant, les données obtenues
apportent des résultats différents en fonction de I’espece, du type de muscle ou cellule musculaire ainsi que
du régime utilisé mais on assiste dans tous les cas a une dérégulation du systeme (Crespillo et al., 2011;
Engeli et al., 2014; Lindborg et al., 2010; Matias et al., 2008).

b. Effet de ’activation du SEC sur le métabolisme musculaire

Il est maintenant bien décrit que 1’activation des CB1R musculaires conduit & une diminution du captage
du glucose a la fois basal et insulino-dépendant (Lindborg et al., 2010). Cet effet est reversé par
I’antagoniste des CB1R, le Rimonabant (Esposito et al., 2008; Lindborg et al., 2010; Liu et al., 2005). Ces
effets pourraient dépendre d’une altération de la voie de signalisation insulinique puisque les travaux

d’Eckardt et al. montrent une diminution de la phosphorylation d’ Akt (S473) ainsi qu’une augmentation de
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la phosphorylation inhibitrice du résidu S307 de I'IRS suite au traitement de cellules musculaires
squelettiques par I’AEA (Eckardt et al., 2009). De plus, les travaux d’Esposito et al. ont clairement montré
que ’effet stimulateur du Rimonabant sur le captage du glucose est dépendant d’une induction de la voie
PI3K/Akt (Esposito et al., 2008).

D’autre part, il a également été montré que les ECs sont capables de réguler I’oxydation dans le muscle
squelettique. Ainsi, des souris ob/ob traitées pendant une semaine par le Rimonabant voient leur
consommation basale d’oxygeéne augmenter (Liu et al., 2005). De plus, in vitro, le traitement de myotubes
primaires humains par I’AEA contrecarre 1’effet stimulateur de 1’antagoniste CBIR spécifique, ’AM251
sur ’expression de I’AMPK (Adenosine MonoPhosphate Kinase). Or, il a été montré qu’une augmentation
de ’expression de ’AMPK dans des myotubes est associée a une augmentation de I’oxydation des acides
gras (Cavuoto et al., 2007b).

Enfin, les travaux de Tedesco L. et al., montrent que le traitement par I’ACEA (un agoniste synthétique
sélectif des CB1R) de souris obeses conduit a une diminution de génes impliqués dans la biogenéese
mitochondriale tels que eNOS (Endothelial Nitric Oxyde Synthase), PGC-1a (PPARy Coactivator 1-a),
NRF-1 (Nuclear Respiratory Factor 1), Tfam (Transcription Factor A, Mitochondrial) ainsi que la quantité
d’ADN mitochondrial. De plus, une diminution de ’expression de genes relatifs a 1’oxydation tels que
COX IV (Cytochrome C Oxydase 1V) et le Cytochrome C ainsi qu’une diminution de I’activité de la citrate
synthase ont été observées (Tedesco et al., 2010).

Finalement, ces données suggérent que le SEC est impliqué dans 1’altération du métabolisme musculaire

au cours de I’obésité (Figure 27).

8) SEC et foie
a. Hyperactivation du SEC et atteintes hépatigques

En situation non pathologique, de faibles niveaux d’expression des récepteurs CB1R ont été retrouvés chez
I’Homme comme chez I’animal (Osei-Hyiaman et al., 2005). Les récepteurs CB2R n’ont quant a eux pas
été détectés dans le foie murin et humain (Julien et al., 2005; Teixeira-Clerc et al., 2010). Cependant, il
semblerait que le foie sain soit capable de produire des ECs puisque de I’AEA et du 2-AG ont été détectes
chez le rongeur (Bétkai et al., 2007; Demizieux et al., 2016; VVahatalo et al., 2015).

Au cours de I’obésité induite par un régime riche en graisses chez des souris, on assiste a une
hyperactivation du SEC avec une augmentation des CB1R, une diminution de ’activité de la FAAH, ainsi
qu’une augmentation significative des niveaux d’AEA (Jourdan et al., 2010; Osei-Hyiaman et al., 2005).
D’autre part, I’expression des CB1R est fortement induite dans le foie de patients présentant des atteintes

hépatiques (Liu et al., 2012a; Teixeira-Clerc et al., 2006). Quant aux recepteurs CB2R, une surexpression
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a eteé observée dans le foie de souris obeses (Deveaux et al., 2009) et au cours de la fibrogenese hépatique
chez ’Homme (Julien et al., 2005).

b. SEC et stéatose hépatigue

L’accumulation de lipides hépatiques au cours de 1’obésité a fortement été corrélée a I’hyperactivation du
SEC au sein du foie. En effet, le traitement de souris par 1’agoniste synthétique CBR, le HU-210, conduit
a une augmentation de la syntheése lipidique ainsi qu’a une augmentation significative de génes clés
impliqués dans la lipogenese de novo, le facteur de transcription SREBP-1c (Sterol Regulatory Element
Binding Protein 1c) et ses génes cibles FAS (Fatty Acid Synthase) et ACC (Acetyl-CoA Carboxylase)
(Osei-Hyiaman et al., 2005). A I’inverse, le blocage des CBIR par le Rimonabant reverse la stéatose
hépatique (Gary-Bobo et al., 2007; Osei-Hyiaman et al., 2005). Des souris déficientes pour le récepteur
CB1R spécifiquement au niveau hépatique (LCB1R™), bien qu’obéses, ne développent pas de stéatose
hépatique sous régime enrichi en lipides suggérant ainsi un réle fondamental des CB1R hépatiques dans le
développement de la stéatose hépatique au cours de 1’obésité (Osei-Hyiaman et al., 2008) (Figure 27).
Ces résultats ont également été confirmés in vitro puisque le traitement de cellules hépatiques murines ou
humaines ou d’explants de foie par des agonistes CBIR, conduit a une augmentation de 1’accumulation
lipides et de I’expression des génes de la lipogenese (De Gottardi et al., 2010; Jourdan et al., 2012; Osei-
Hyiaman et al., 2005).

c. SEC, fonction mitochondriale et 8-oxydation

Le traitement aigu de souris par des agonistes CB1R conduit a une diminution de I’activité CPT1 (Carnitine
PalmitoylTransferase 1) (Osei-Hyiaman et al., 2008) et a une diminution des niveaux de phosphorylation
de ’AMPK (Tedesco et al., 2010). A I’inverse, I’inactivation pharmacologique ou génétique des CB1R
conduit a une augmentation de 1’activité de la CPT1 et de ’AMPK (Jeong et al., 2008; Jourdan et al., 2012;
Osei-Hyiaman et al., 2008) ainsi qu’a une diminution du contenu hépatique en malonyl-CoA (Jourdan et
al., 2012). Ainsi, il est fort probable que 1’augmentation de ’activité de la CPT1 soit la conséquence d’une
diminution de la synthése de malonyl-CoA suite a I’inactivation de I’ACC via I’AMPK. En accord avec
ces données, une augmentation de la B-oxydation et de la respiration mitochondriale a été observée suite
au blocage des CB1R par le Rimonabant (Flamment et al., 2009; Jourdan et al., 2012). Enfin, Tedesco et
al. ont montré, que I’activation des CB1R dans le foie conduit a une diminution de I’activité, de la biogenese

et de la masse mitochondriale (Tedesco et al., 2010) (Figure 27).
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d. SEC et résistance a linsuline

L’utilisation du modéele de souris déficientes pour le récepteur CB1R hépatique a permis de mettre en
évidence I’implication de ces récepteurs dans la résistance a 1’insuline (Figure 27). En effet, ces souris,
bien qu’elles ne soient pas protégées de la prise de poids et d’une augmentation de 1’adiposité sont protégées
de la résistance a I’insuline induite par un régime obésogeéne (Osei-Hyiaman et al., 2008).

De plus, I’activation aigiie du SEC par I’anandamide ou prolongée suite a un régime riche en graisses chez
des souris déficientes pour le récepteur CBIR dans lesquelles I’expression du récepteur a été rétablie
uniguement au niveau hépatique (htgCB1R™") conduit a une hyperinsulinémie, une intolérance au glucose,
ainsi qu’une diminution de la sensibilité & I’insuline (Liu et al., 2012a). A I’inverse, les souris CB1IR™ et
LCB1R” sont protégées ce qui suggere donc que les récepteurs CB1R hépatiques sont indispensables a la
mise en place de la résistance a 1’insuline globale et hépatique.

Cette résistance a I’insuline consécutive a 1’activation des CBIR semble étre dépendante de 1’induction
d’un stress du RE. En effet, une augmentation des niveaux protéiques de BIP (Binding Immunoglobulin
Protein), phospho-PERK (protein kinase RNA (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase), phospho-
eiF2a (Eukaryotic Initiation Factor 2-a)), phospho-c-Jun et phospho-IRS1 (Ser 307) a été observée dans le
foie des souris sauvages et htgCB1R” mais pas chez le souris CB1R™ et LCB1R™ sous régime riche en
graisses. De la méme maniére 1’activation aigiic des CBIR par I’anandamide conduit a 1’induction d’un
stress du RE. Il en résulte une diminution de I’activation de la voie AKkt2 a en juger par une diminution de
la phosphorylation des résidus Thr308 et Ser473 de 1’ Akt.

e. CBI1R et production hépatique de glucose

La surexpression des CB1R hépatiques chez des souris CB1R™ conduit & une augmentation de la production
hépatique de glucose consécutive a une stimulation de la glycogénolyse comme le suggére 1’augmentation
de T’activité glycogéne phosphorylase o (Liu et al., 2012a). La néoglucogenése pourrait également
participer a cette augmentation puisque les travaux de Chanda et al. ont mis en évidence une augmentation
de I’expression des enzymes de la néoglucogenése dans des hépatocytes primaires humains suite au
traitement par le 2-AG (Chanda et al., 2011) (Figure 27).

f. ROle anti-inflammatoire de activation des CB2R

La stéatose hépatique associée a I’obésité s’accompagne généralement d’une inflammation qui peut
conduire a terme a une fibrose. Ainsi, plusieurs travaux ayant étudié les effets du SEC sur la stéatohépatite
ont montré une induction de 1’expression des CB2R dans la fraction non parenchymale du foie (Deveaux
et al., 2009; Julien et al., 2005; Teixeira-Clerc et al., 2010). Or, ’activation des CB2R protegerait de

I’inflammation en favorisant une transition du phénotype pro-inflammatoire des macrophages vers un
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phénotype anti-inflammatoire et en diminuant 1’expression de I’'IL1-B et du TNF-a (Louvet et al., 2011).
De plus, I’activation des CB2R protege les souris des dommages hépatiques inflammatoires causés par
ischémie-reperfusion alors que des souris déficientes pour ces récepteurs développent des dommages
tissulaires plus importants et un phénotype pro-inflammatoire plus marqué que les souris sauvages (Bétkai
et al., 2007). De la méme fagon, plusieurs études suggérent un réle fibrotique des CB1R (DelLeve et al.,
2008; Teixeira-Clerc et al., 2006) et anti-fibrotique des CB2R (Julien et al., 2005; Mufioz-Luque et al.,
2008).

9) SEC et tissu adipeux
a. ldentification du SEC dans TAV

Plusieurs études ont permis de mettre en évidence la présence du SEC au sein du TA, a la fois en détectant
des ligands endogénes, I’AEA et le 2-AG (Gonthier et al., 2007), la machinerie enzymatique nécessaire a
la synthese et a la dégradation de ces ECs ainsi que des récepteurs CB1R et CB2R aussi bien dans le TAV
que dans le TASC (Bliher et al., 2006; Engeli et al., 2005; Matias et al., 2006; Roche et al., 2006; Starowicz
et al., 2008). Cependant, la présence du SEC n’a pu étre démontrée que dans des adipocytes matures
humains et murins et non dans les pré-adipocytes (Bensaid et al., 2003; Matias et al., 2006; Roche et al.,
2006).

b. Hyperactivation SEC dans TA au cours de I’obésité

Les études s’intéressant a la dérégulation du SEC au sein du TA au cours de 1’obésité ont conduit a des
résultats divergents a la fois chez I’Homme et I’animal. Ainsi, plusieurs articles décrivent une augmentation
des niveaux de 2-AG au sein du TAV ou péri-épididymaire chez la souris sous régime obésogene et chez
des patients obéses pendant que les niveaux d’AEA restent similaires (Bliiher et al., 2006; D’Eon et al.,
2008; Engeli et al., 2005; Matias et al., 2006). Néanmoins, au sein du TASC de souris obeses, les niveaux
de 2-AG et d’AEA sont diminués (lzzo et al., 2009; Starowicz et al., 2008)

Concernant les CBIR, des études chez I’Homme suggérent une diminution de 1’expression du géne dans le
TAV et TASC (Bliher et al., 2006; Engeli et al., 2005; Matias et al., 2006). Ces auteurs suggerent une
boucle de régulation négative de 1’expression des CBIR suite a I’augmentation des niveaux circulants
d’ECs (Engeli et al., 2005). Chez la souris DIO, de méme que chez le rat Zucker, une augmentation de
I’expression des CBIR dans les deux dép6ts adipeux a été observée (Bensaid et al., 2003; Jourdan et al.,
2010). Cependant, d’autres équipes n’ont relevé aucune différence d’expression des CBIR dans les TA de
souris DIO en comparaison aux souris minces (D’Eon et al., 2008; Starowicz et al., 2008).

Des études sur ’activité des enzymes de dégradation au sein des TA montrent une augmentation de
I’activité de la MAGL et de la FAAH au sein des deux dépdts chez des rats obéses par rapport aux rats

minces (Cable et al., 2014). Cependant, 1’analyse de I’expression des génes suggére une diminution de
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I’expression de la FAAH ainsi qu’une augmentation de 1’expression de la DAGL, enzyme de synthése du
2-AG, dans le TA péri-épididymaire de souris DIO (D’Eon et al., 2008). Ces résultats pourraient donc
expliquer la régulation différentielle des niveaux d’ECs dans le TA au cours de 1’obésité avec un
métabolisme accéléré pour le 2-AG et relativement stable pour I’AEA. Ainsi, I’augmentation de la synthése
du 2-AG et donc son accumulation pourrait conditionner sa dégradation en activant la MAGL.

Dans le TA d’individus obéses, les études suggerent 1’absence de modification d’expression des génes
codant pour les enzymes du métabolisme du 2-AG : MAGL et DAGL et une baisse d’expression de la
FAAH. (Bliher et al., 2006; Engeli et al., 2005; Matias et al., 2006). Ces résultats suggeérent ainsi que
I’augmentation des niveaux de 2-AG observés provienne plutot d’une différence de biodisponibilité¢ du

précurseur.

Il se pourrait que I’hyperactivation du SEC dans le TA soit la conséquence d’un défaut de régulation
hormonale. En effet, des études sur le TA ont permis de mettre en évidence un réle majeur de 1’insuline
dans la régulation du métabolisme des ECs au sein du tissu (D’Eon et al., 2008). Alors que le traitement
d’adipocytes insulinosensibles par I’insuline conduit & une diminution des niveaux d’ECs via une
augmentation des enzymes de la dégradation (MAGL et FAAH) et une diminution de ’enzyme de synthése
NAPE-PLD, les adipocytes insulinorésistants sont insensibles a I’action de 1’insuline sur I’expression de la
FAAH et MAGL (D’Eon et al., 2008). Quoi qu’il en soit, au cours de I’obésité, on assiste a une dérégulation
de I’activité du SEC du TA avec des consequences directes sur le métabolisme adipocytaire mais également

indirectes sur d’autres organes impliqués dans le métabolisme énergétique.

c. Ro6les du SEC sur le métabolisme adipocytaire
i.  SEC et différenciation adipocytaire

Plusieurs études suggerent que le SEC est capable de réguler la différenciation adipocytaire. Alors que les
CBIR ne sont pas détectables et les niveaux d’ECs sont faibles dans des pré-adipocytes, on assiste au début
de la différenciation adipocytaire a une forte induction du tonus endocannabinoide puis a une diminution
des niveaux d’ECs et de I’expression des CB1R dans les adipocytes matures (Bensaid et al., 2003; Matias
et al., 2008; Pagano et al., 2007). Le role de ces récepteurs dans la différenciation adipocytaire a d’ailleurs
¢été précisé par une récente ¢tude montrant que I’invalidation spécifique des CB1R dans les adipocytes se
traduit par une diminution de I’expression des marqueurs de différenciation dans le TA péri-épididymaire
et par une diminution de la taille des adipocytes (Azua et al., 2017). En accord avec ces résultats, la capacité
de ’AEA a stimuler la différenciation adipocytaire et a augmenter leur capacité a accumuler des lipides a
été mise en évidence par plusieurs études (Bouaboula et al., 2005; Karaliota et al., 2009).
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Cet effet serait consécutif a I’activation du facteur de transcription PPARy (Bouaboula et al., 2005;
Karaliota et al., 2009; Matias et al., 2006).

Ainsi, lorsque des pré-adipocytes sont traités par des antagonistes PPARYy, I’effet prolifératif de I’AEA est
perdu (Bouaboula et al., 2005). De plus, il a été montré que 1’activation de PPARy conduit a une diminution
de I’expression des CB1R et a une augmentation de la FAAH qui pourrait expliquer la réduction de I’activité
du SEC observée en fin de différenciation (Matias et al., 2006). Il a également été suggéré que la leptine
produite par les adipocytes différenciés était a I'origine de la diminution des niveaux d’ECs par

rétrocontréle négatif (Matias et al., 2006).

Pré-adipocytes Jeunes adipocytes Adipocytes matures

Différenciation
tardive
D

Adiponectine Leptine

2 AEA ~ CBIR
A2-A6 N 2-A6
7DAGL N DAGL
=MAGL =MAGL
2 CB1R ~ AEA
NNAPE-PLD
2FAAH

Figure 26: Réle du SEC dans la différenciation adipocytaire
D ’apres(Matias et al., 2006)

Finalement, ces données suggérent que le SEC est suractivé juste avant la différenciation pour permettre
I’induction de la différenciation et la lipogenése probablement via I’activation du facteur de transcription
PPARy. A lafin de leur différenciation, les adipocytes matures par le biais de la production de leptine mais
également I’activation précoce de PPARYy exerceraient un rétrocontréle négatif a 1’origine de la diminution

de ’activité du SEC (Figure 26).

ii. SEC et lipogenése

En plus de favoriser la différenciation adipocytaire, de nombreuses études démontrent un réle lipogénique
du SEC. Ainsi, I’activation des CB1R conduit a une augmentation du nombre de gouttelettes lipidiques et
a une accumulation de lipides (Matias et al., 2006; Teixeira et al., 2010) ainsi qu’a une induction de
I’expression de génes codant pour des protéines de la lipogenése tels que SREBP1c, FAS et ACC (Osei-
Hyiaman et al., 2005). En accord avec ces résultats, I’invalidation pharmacologique ou génétique des CB1R
conduit a une diminution de I’expression des enzymes clés de la lipogenése, FAS et ACC dans le TAV de

souris obéses (Azua et al., 2017; Jourdan et al., 2010).
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L’accumulation de lipides consécutive a I’activation du SEC semble résulter de 1’augmentation du captage
des acides gras et du glucose. En effet, le traitement d’adipocytes par I’agoniste CBR, le WIN 55,212
augmente I’activité de la Lipoprotéine Lipase (LPL) de maniére dose dépendante. L’effet étant contrecarré
par le Rimonabant, ceci suggére un effet CB1R dépendant (Cota et al., 2003). De plus, 1’activation du SEC
par le WIN 55,212 dans des adipocytes humains augmente le captage du glucose en favorisant la
translocation du transporteur GLUT4 a la membrane plasmique via une augmentation de la PI3K et de la
concentration intracellulaire en calcium (Pagano et al., 2007).

iii.  SEC et thermogenése

Le role du SEC sur le TA brun et la thermogenese a été étudié par plusieurs équipes. Le blocage
pharmacologique ou génétique des CB1R conduit a une augmentation de 1’expression des génes codant
pour la protéine découplante (Uncoupling Protein 1, UCP1) et PGC-1a, une augmentation de la température
corporelle et du tissu, une augmentation du captage des TG ainsi que d’une diminution de la taille des
gouttelettes lipidiques du TA suggeérant donc une activation du TA brun et de la thermogenése (Boon et al.,
2014; Perwitz et al., 2010; Wagner et al., 2011). L’utilisation d’un nouvel antagoniste périphérique des
CBI1R, le BPR0912, a également permis de mettre en évidence 1’effet thermogénique du blocage des CB1R
via une augmentation de I’expression d’UCP1 et de la température corporelle (Hsiao et al., 2015). Dans les
travaux de Ruiz de Azua et al., I’absence de CBIR spécifiquement dans les adipocytes est également
associée a une augmentation de la brunisation du TA blanc et a une augmentation de la thermogenese dans
le TA brun. Les auteurs mettent également en évidence une augmentation de la proportion de macrophages
M2 résidents du TA ainsi qu’une induction de leur capacité a produire de la noradrénaline. Ceci suggere
que ces macrophages pourraient participer a la brunisation et a la mise en place du programme
thermogénique dans le TA de ces souris. Néanmoins, I’implication du systéme nerveux sympathique dans
les effets observés n’est pas a exclure puisque les travaux de de Verty et al. montrent que les effets du
blocage des CBIR par le Rimonabant sur I’induction de la thermogenése dans le TA brun sont atténués
suite a une dénervation du tissu (Verty et al., 2009).

L’ensemble de ces travaux suggerent donc, qu’a I’inverse, 1’activation des CBIR du TA serait a I’origine
d’une inhibition de la thermogeneése et de la dépense énergétique.

De plus, I’interaction entre CB1R et thermogenése a également été mise en évidence par les travaux de
Krott et al. qui montrent que la stimulation de 1’activité thermogénique via une exposition au froid ou
I’administration d’un agoniste 3 a des souris conduit & une augmentation du tonus endocannabinoide dans
le TA blanc et brun suggérant que cette hyperactivité du SEC pourrait participer a une boucle de régulation

négative contrdlant I’activité thermogénique du TA brun et le brunissement du TA blanc (Krott et al., 2016).
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iv.  SEC, activité mitochondriale et p-oxydation

Comme pour le muscle et le foie, les travaux de Tedesco et al., montrent que le traitement d’adipocytes
isolés par I’ACEA diminue I’expression des marqueurs de la biogeneése mitochondriale (PGC-1a, NRFI1 et
Tfam), la quantit¢ d’ADN mitochondrial et la masse mitochondriale. Il semblerait que cet effet soit la
conséquence d’une régulation négative de 1’expression eNOS et d’une activation de p38 MAPK. Ces
résultats ont également été confirmés dans des adipocytes humains (Tedesco et al., 2010). De plus, il
semblerait que cet effet soit CBIR dépendant puisque 1’invalidation pharmacologique ou génétique du
récepteur augmente la biogenése mitochondriale ainsi que 1’expression d’eNOS (Tedesco et al., 2010). Ces
résultats sont en accord avec 1’observation d’une augmentation de la biogenése mitochondriale dans le TA
inguinal de souris CB1R” (Wagner et al., 2011). Associée a une altération de la fonction mitochondriale,
I’activation du SEC est également a I’origine d’une dérégulation de la B-oxydation dans le TA. En effet,
une diminution des protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative telles que COX IV et
Cytochrome C ainsi qu’une diminution de la consommation d’oxygene suite a la stimulation des CBIR a
été observée (Tedesco et al., 2010). A I’inverse, le blocage des CB1R par le Rimonabant conduit a une
augmentation de la phosphorylation de I’AMPK, de I’activité de la COX IV et de la consommation en
oxygene (Perwitz et al., 2010).

Ainsi le blocage du SEC pourrait favoriser la dépense énergétique du TA par le biais d’une augmentation
de la biogenese et de I’activité mitochondriale, d’une stimulation de la B-oxydation mais également d’une

activation du TA brun et de la thermogenése.

d. Implication du SEC dans la fonction sécrétrice du TA

La leptine et ’adiponectine sont les adipokines produites par le TA dont les effets sur la prise alimentaire
et le métabolisme énergétique sont les mieux décrits.

Comme mentionné précédemment, la leptine est capable de réguler les niveaux d’ECs dans le cerveau et
en peériphérie. En paralléle, les ECs sont également capables de réguler I’expression et la sécrétion de
’adiponectine et de la leptine.

Les études de Pagano C. et al. montrent que le traitement d’adipocytes primaires humains par 1’agoniste
WIN 55,212, I’antagoniste le Rimonabant ou un co-traitement ne module pas I’expression génique de la
leptine (Pagano et al., 2007). Ces études ayant été réalisees sur des adipocytes de sujets sains, il n’est pas a
exclure une éventuelle régulation de cette hormone par les ECs au cours de 1’obésité comme 1’ont suggeré
les travaux de Poirier et al. qui montrent que 1’inactivation pharmacologique des récepteurs CB1R chez des
souris obeses conduit a une diminution de I’expression et de la sécrétion de la leptine anormalement élevée

(Poirier et al., 2005). Les travaux de Tam et al., ayant montré que cette diminution a lieu avant la perte de
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poids, suggerent que 1’effet observé n’est pas uniquement la conséquence d’une perte de masse grasse (Tam

etal., 2012)

Les données concernant les effets du SEC sur la production d’adiponectine sont divergentes. Plusieurs
travaux sur ’Homme et 1’animal ne suggerent aucune modification du niveau d’expression du gene de
I’adiponectine dans le TA suite au traitement par un agoniste CB1R, un antagoniste ou par le co-traitement
(Pagano et al., 2007; Thornton-Jones et al., 2006). De la méme maniére, aucune corrélation entre le niveau
d’expression des CBIR du TA et les niveaux circulants ou 1’expression de 1’adiponectine n’a été mise en
évidence (Lofgren et al., 2007).

A I’inverse, d’autres études suggerent une augmentation de I’expression et de la sécrétion de 1’adiponectine
dans le TA humain et animal suite au traitement par le Rimonabant (Bensaid et al., 2003; Ge et al., 2013;
Jourdan et al., 2010). De plus, le traitement d’adipocytes différenciés de souris par le HU-210, un agoniste
CB1R et CB2R, inhibe I’expression de I’adiponectine (Matias et al., 2006).

Les divergences observées entre les différentes études pourraient provenir d’une part de I’origine du TA
utilisé (sain ou pathologique) mais également de la durée des traitements. En effet, de méme que pour la
leptine, la perte de poids consécutive a un traitement par le Rimonabant pourrait augmenter 1I’expression de
I’adiponectine par des mécanismes indirects. Cependant, 1’utilisation d’un modele de souris déficientes
pour le géne de ’adiponectine montre que ces souris ne présentent pas d’amélioration de la sensibilité a
I’insuline suite au traitement par I’antagoniste en comparaison aux souris sauvages ce qui suggere que la
modulation de I’expression de I’adiponectine suite au traitement par le Rimonabant constitue une étape

importante dans I’amélioration du métabolisme glucido-lipidique (Migrenne et al., 2009).

Enfin, il semblerait que le TA soit un acteur majeur dans la génération du tonus endocannabinoide circulant.
En effet, la capacité sécrétrice du TA a été mise en évidence in vitro sur des adipocytes en culture (Eckardt
et al., 2009; Gonthier et al., 2007). De plus, une corrélation positive entre les niveaux circulants d’ECs et
la masse de TAV a été observée (Bliher et al., 2006). Ainsi, il peut étre suggéré que le TA, étant la réserve
principale d’AG et dont les stocks sont augmentés au cours de 1’obésité, a la capacité de fournir une quantité

importante de précurseurs et ainsi de générer le pool d’ECs.

e. SEC et lipolyse

Les études concernant le réle du SEC sur la régulation de la lipolyse dans le TA sont plut6t rares et font
pour la plupart référence a des approches basées sur les effets du blocage des CB1R essentiellement par le

Rimonabant. Les conclusions de ces études apparaissent souvent contradictoires.
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Ainsi, deux études ont montré une diminution de 1’expression de la LHS chez des souris obéses traités par
des antagonistes CBIR suggérant ainsi une réduction de I’activité lipolytique apres blocage des CB1R
(Jourdan et al., 2010; Tam et al., 2010). A I’inverse, des travaux récents utilisant un nouvel antagoniste
CB1R, le BPR0912, indiquent une augmentation de 1’activité de la LHS et de 1’expression des récepteurs
[B-adrénergiques suggérant un effet stimulateur du blocage sur la lipolyse adipocytaire (Hsiao et al., 2015).
D’autres travaux ont démontré qu’un traitement aigu par le Rimonabant conduit & une augmentation des
AGL et du glycérol (Herling et al., 2008; Mglhgj et al., 2010) alors qu’un traitement chronique de trois
semaines n’entraine aucune différence. Ainsi, les auteurs suggerent que I’effet du Rimonabant observé suite
au traitement aigu est di a une augmentation de 1’activité du systéme sympathique plutdt qu’a un effet

direct sur la lipolyse (Mglhgj et al., 2010).

Parmi les études utilisant des agonistes CBR, certaines suggerent une diminution de la lipolyse basale et
stimulée suite a I’activation du SEC. Ces effets seraient bien CBR dépendant puisqu’ils sont en partie abolis
par 'utilisation d’antagonistes spécifiques CB1R et CB2R (Teixeira et al., 2010). Cependant, les auteurs
n’ont pas relevé d’effet du SEC sur la lipolyse en présence d’insuline. A I’inverse, les travaux d’O’Hare et
al. suggerent une altération de I’action antilipolytique de 1’insuline. En effet, 1’injection intra-
cérébroventriculaire de 1’agoniste CB1R, WIN 55-212,2 conduit & une augmentation de la production de
glycérol au cours d’un clamp hyperinsulinémique euglycémique alors qu’ils n’observent aucun effet de
I’agoniste en situation basale suggérant une altération de 1’action antilipolytique de I’insuline (O’Hare et
al., 2011). Les travaux de Nieri et al. montrent également un effet stimulateur du WIN 55,212-2 sur la
lipolyse dans des adipocytes primaires. Cependant, d’aprés leurs études, cet effet serait indépendant d’une

action de 1’agoniste sur les récepteurs CB1R et CB2R (Nieri et al., 2003).

Finalement, I’ensemble de ces données ne permet pas de conclure quant a un effet stimulateur ou inhibiteur
de I’activation du SEC sur la lipolyse adipocytaire. 1l semble que la réponse dépende de la situation
physiologique ou des conditions expérimentales : lipolyse basale, stimulée par des agonistes B-
adrenergiques, en présence ou non d’insuline. Quoi qu’il en soit, méme si les résultats sont souvent
contradictoires, ces études renforcent 1’hypothése selon laquelle le SEC et les voies de régulation de la

lipolyse sont liés.
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Figure 27 : Conséquences de ’activation du systéme endocannabinoide central et périphérique sur la
prise alimentaire et sur le métabolisme glucido-lipidique
(Réalisée a partir de la banque d’images PowerPoint Servier Medical Art)
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Cette partie introductive a permis de mettre en avant le rdle fondamental du TA dans le développement de
la résistance a I’insuline périphérique. En effet, au cours de 1’obésité, I’hypertrophie du TA s’accompagne
d’une dérégulation du métabolisme adipocytaire et en particulier d’une augmentation de la lipolyse
adipocytaire. La libération accrue d’AGL qui s’en suit participe grandement a I’accumulation ectopique de
lipides et a I’altération de la signalisation insulinique principalement dans le foie et le muscle squelettique
par un mécanisme de lipotoxicité. Les conséquences métaboliques de la résistance a 1’insuline sont
multiples. Pendant que la production hépatique de glucose est augmentée et que 1’export des VLDL riche
en TG est accru, le muscle squelettique, n’est quant a lui plus capable de capter et d’utiliser le glucose

comme substrat énergetique.

De nombreuses études ont permis de démontrer que 1’activation des récepteurs CB1R stimule la prise
alimentaire et la prise de poids. Paraléllement, des arguments ont également été avancés dans la littérature
en faveur d’une hyperactivation du SEC au cours 1’obésité concernant a la fois le cerveau et plusieurs
organes périphériques. Ainsi, une approche thérapeutique visant a bloquer ce systeme a fait ses preuves
chez les patients obéses traités par un antagoniste spécifique des CB1R, le Rimonabant, au début des années
2000. Cependant, étant également a 1’origine d’effets psychotropes néfastes, cette molécule a éte retirée du
marché peu de temps apres.

Les multiples études utilisant cet antagoniste ont néanmoins permis de mettre en évidence les effets
bénéfiques du blocage de ces récepteurs périphériques sur le métabolisme glucido-lipidique de maniére
indépendante de leur action centrale sur la prise alimentaire. Ainsi, il semblerait que I’altération du
métabolisme énergétique au cours de 1’obésité soit en partie due a une dérégulation combinée du SEC dans
plusieurs tissus périphériques.

Parmi ces tissus, le TA exprime les récepteurs aux cannabinoides et posséde la machinerie permettant la
production de leurs ligands endogénes. Plusieurs études ont démontré une dérégulation du SEC dans le TA
au cours de 1’obésité et une amélioration du métabolisme adipocytaire suite au blocage des CBI1R.
Cependant, les travaux concernant les effets de I’activation du systéme sur la mise en place des
dérégulations du metabolisme adipocytaire et notamment sur la dérégulation de la lipolyse adipocytaire
sont peu nombreux. Pourtant, une étude préliminaire réalisée sur des souris invalidées pour les récepteurs
CB1R spécifiguement dans les adipocytes montre que ces souris ne développent pas les conséquences
métaboliques d’une libération excessive d’AGL telle que la résistance a I’insuline et la stéatose hépatique

induite par un régime riche en graisses.

Ainsi, nous avons émis 1’hypothese de travail suivante : I’activation des récepteurs CB1R du TA contribue
a la dérégulation de la lipolyse adipocytaire observée au cours de I’obésité, un événement précoce dans

I’installation de la résistance a I’insuline (Figure 28)
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Hyperactivation du SEC

Dérégulation de la lipolyse
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Figure 28 : Hypothese concernant le réle des récepteurs CB1R dans la dérégulation de la lipolyse

(Réalisée a partir de la banque d’images PowerPoint Servier Medical Art)

Dans ce contexte, les objectifs de cette thése ont été définis comme suit :

1)

2)

3)

Dans un premier temps, nous avons évalué les effets d’une stimulation des récepteurs CB1R du
TA sur la lipolyse adipocytaire. Pour cela, une approche in vivo sur des souris minces ou
déficientes pour le récepteurs CB1R a été mise en ceuvre afin d’étudier les effets d’une activation
aiglie des récepteurs sur la lipolyse adipocytaire. Parallelement, les mécanismes moléculaires
mis en jeu ont été étudiés in vitro sur des explants de TA péri-épididymaire de rat en culture.

Apreés avoir caractérisé les conséquences de 1’activation aigiie des CB1R sur la lipolyse, nous
avons étudié I’activité de cette voie métabolique sur des modeéles présentant une augmentation
du tonus endocannabinoide endogéne. Pour cela, le tonus a été augmenté soit
pharmacologiquement ou en induisant une obésité chez des souris par un régime hyperlipidique.
Enfin, nous avons cherché a savoir si les effets sur la lipolyse provoqués par la stimulation du
SEC sont reversés par le blocage des CB1R. Dans ce contexte, les effets d’antagonistes ont été
étudiés sur des modeéles de souris obéses ou in vitro sur des tissus présentant un tonus

endocannabinoide élevé.
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. Conséquences de Dactivation du SEC sur la lipolyse

adipocytaire

Compte tenu des données de la littérature indiquant une suractivation du SEC au cours de 1’obésité, nous
nous sommes intéressés aux effets de 1’augmentation de tonus endocannabinoide dans le TA en étudiant
tout particulierement les conséquences sur la lipolyse. Pour cela, nous avons tout d’abord testé 1’impact
d’une suractivation aiglie du SEC induite par une injection intrapéritonéale (i.p.) d’AEA sur la mobilisation
des acides gras. Une seconde approche a consisté a étudier 1’activité lipolytique chez des souris dont le
tonus endocannabinoide endogéne a été augmenté par une injection du JZL195, un inhibiteur des enzymes
FAAH et MAGL, responsables de la dégradation des ECs. Ce modele expérimental a été utilisé comme une
alternative au modele de souris obéses permettant d’identifier des mécanismes de régulation dépendants du
SEC indépendamment de ceux liés a I’obésité.

Parallelement, des études in vitro sur des explants de TA ont été réalisées afin d’étudier I’implication directe
des récepteurs CB1R du TA sur la lipolyse.

L’insuline étant un puissant régulateur de 1’activité lipolytique adipocytaire, les expériences in vivo ont été
réalisées dans différentes situations nutritionnelles permettant de moduler I’insulinémie (état nourri, jetine
6h, jeGne 24h). De la méme fagon, les expérimentations in vitro ont été conduites en présence ou non de
I’hormone afin d’identifier d’éventuelles interactions entre le SEC et les voies de signalisation de 1’insuline.
L’implication des récepteurs CBIR a été évaluée parallélement en répétant certaines expériences sur des
souris CB1R™.

L’activité lipolytique a été estimée par un dosage du glycérol et/ou des AGL dans le plasma pour les études
in vivo et dans le surnageant des explants pour les études in vitro. L’analyse des voies de signalisation
régulant la lipolyse a également été réalisée par une mesure des taux de phosphorylation de protéines
impliquées dans la voie de signalisation de I’insuline, la mesure d’un métabolite clé dans I’induction de la
lipolyse, I’AMPc mais également la mesure de 1’activité de 1a PKA et de la LHS par western blot.
L’ensemble des expérimentations réalisées sur le TA de rat ou de souris a été effectué a partir du TA péri-

épididymaire qui sera considéré comme du TAV par opposition au TASC.

A. Validation des approches expérimentales utilisées pour activer le SEC

Des études préliminaires ont été réalisees afin de mesurer le tonus endocannabinoide dans les tissus et

certains marqueurs d’hyperactivation du SEC suite aux différentes approches expérimentales utilisées.
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1) Activation du SEC par injection i.p. d’AEA

Compte tenu de la dégradation rapide des ECs au sein des tissus (Laine et al., 2002; Willoughby et al.,
1997), des souris ont été soumises a une injection i.p. d’AEA afin d’estimer la durée d’activation du SEC
par une mesure de la température rectale (Cf. Matériel & Méthodes 1V, A, 1). En effet, plusieurs travaux
montrent que 1’utilisation de différents agonistes du SEC, produit une hypothermie de maniere précoce
alors que ces effets ne sont pas observés chez des souris déficientes pour les CB1R ce qui fait de la
température, un bon marqueur d’activation de ces récepteurs (Rawls and Benamar).

De plus, une mesure de la concentration en AEA dans le cerveau, le foie et le TAV, préelevés a différents
temps (0; 5; 15 ; 30 et 60 min), a été réalisée.

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence une diminution importante et maximale de la
température rectale (-1,4°C en moyenne) 15 min aprés ’injection de I’agoniste (Figure 29A). La
température retrouve ensuite son niveau basal a t=30 min. Parallélement, les dosages d’ECs dans les divers
tissus montrent une augmentation progressive de la concentration d’AEA avec une forte induction dés
5 min de traitement, des valeurs maximales a t=15 min suivies d’une diminution progressive sans pour

autant revenir a un niveau basal a t=60 min (Figure 29B).
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Figure 29 : Effet de I’AEA sur la température rectale et la concentration en AEA dans le foie, le
cerveau et le TAV.

A : Température rectale des souris au cours du temps apres l'injection 1.p. d’AEA (10 mg/kg). B -
Contenu en AEA dans les tissus (TAV, foie et cerveau) au cours du temps apres ['injection 1.p. d’AEA
(10 mg/kg). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=3/temps). Les différences statistiques par
rapport a t=0 min sont symbolisées par **P<0,01 pour le TAV ;$$P<0,01 pour le foie et ##P<0,01 ;
###P<0,001 ; ####P<0,0001 pour le cerveau.

En accord avec ces résultats, une étude a montré qu’une administration par intraveineuse de I’AEA conduit
a une augmentation des niveaux cérébraux a t=5 min puis a une normalisation a t=15 min (Giuffrida and
McMahon, 2010). Cependant, des effets comportementaux peuvent avoir lieu jusqu’a lh aprés

I’administration de la drogue. Les auteurs ont expliqué ces disparités par le fait que les produits de
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dégradation de I’ AEA peuvent entrainer des effets similaires a la molécule (Giuffrida and McMahon, 2010).
Ainsi, pour les expérimentations qui seront réalisées in vivo, les analyses protéiques sur tissus seront
réalisées 15 min post-injection ¢’est-a-dire au pic de concentration de I’AEA de fagon a limiter les éventuels
effets indirects des produits de dégradation de I’AEA.

Il est également important de noter que nos résultats montrent que le TA semble étre la cible préférentielle
de I’injection d’AEA puisque sa concentration est jusqu’a 1000 fois plus importante que dans les autres

tissus a t=15 min.

Finalement, cette étude préliminaire, en plus de démontrer que I’injection i.p. d’AEA induit bien une
augmentation de sa concentration dans les dépot graisseux, nous a permis de mettre en évidence que le TA
apparait comme une cible privilégiée de la drogue et que I’AEA injecté est rapidement dégradé, en accord

avec des effets in vivo transitoires.

2) Activation du SEC endogene par injection i.p. de JZL.195

Les traitements par injection i.p. d’AEA renseignent sur les conséquences d’une activation aigiie du SEC
et sont particulierement propices a I’étude des voies de signalisation impliquées. Afin de déterminer les
effets induits par une activation prolongée du SEC, nous avons utilisé une autre approche permettant
d’augmenter le tonus endocannabinoide endogéne via une inhibition de la dégradation des ECs. Cette
approche nous permet également d’éviter la génération des produits de dégradation de I’AEA lorsqu’il est
injecté en quantité importante et de limiter ainsi leurs propres effets.

Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser le JZL195 (Cf. Matériel & Méthodes 1V, B, 1) un inhibiteur
puissant des principales enzymes de dégradation de I’AEA et du 2-AG, la FAAH et la MAGL a raison de
20 mg/kg. Cette dose permet d’augmenter significativement les niveaux d’AEA et de 2-AG au niveau

cérébral avec un maximum d’accumulation observé entre 2h et Sh (Long et al., 2009).

Avec cette approche expérimentale, nous avons pu mettre en évidence une diminution de la température
rectale des souris traitées par le JZL195 en comparaison aux souris traitées par le véhicule des la premiere
heure et se maintenant durant les 3h de I’expérience (Figure 30A) suggérant une élévation rapide et
prolongee du tonus endocannabinoide. Cette élévation a été confirmée par le dosage des ECs dans les tissus
prélevés a t=3h. En effet, nous avons observé une tendance globale a I’augmentation des deux principaux
ECs, ’AEA et le 2-AG dans le foie, le TAV et le cerveau des souris traitées par 1’inhibiteur par rapport aux
souris traitées par le véhicule (Figure 30B, C et D).

Par rapport a ’activation aigiie du SEC par injection i.p. d’AEA, cette approche apparait également plus

physiologique puisque les niveaux d’AEA retrouvés dans les tissus aprés 3h de traitement sont comparables
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a ceux rencontrés au cours de 1’obésité (Di Marzo et al., 2001; Osei-Hyiaman et al., 2005; Starowicz et al.,
2008).
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Figure 30 : Effet d’une injection de JZL.195 sur la tempeérature rectale et le tonus endocannabinoide.
A : Température rectale au cours du temps apres l'injection i.p. de vehicule (VEH) ou de JZL195
(20 mg/kg). B, C, D : Tonus endocannabinoide a t=3h dans les tissus (B : cerveau, C : foie, D : TAV)
apres linjection i.p. de VEH ou JZL195 (20 mg/kg). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
(n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport au VEH sont symbolisées par * P<0,05 ;
**pP<0,01 ; ****P<0,0001.
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3) Activation du SEC par le JZL.195 in vitro

Aprés avoir validé le modéle d’activation endogéne du SEC in vivo chez des souris par injection i.p. de
JZ1.195, nous avons également vérifi¢ s’il était possible d’augmenter les taux d’ECs in vitro dans des
explants de TAV de rat (Cf. Matériel & Méthodes Il1, A, 2, a), d’explants de foie de souris (Cf. Matériel
& Méthodes 111, D) ou des cellules HepG2 (Cf. Matériel & Méthodes 111, E).

Toujours en se référant aux travaux de Long et al., les explants de TAV de rat ont été incubés avec du
JZL.195 a une concentration de 10uM pendant 3h. Le traitement conduit & une augmentation modérée de

I’AEA sans modifier le 2-AG et les deux autres dérivés de la famille NAE, a savoir I’OEA et le PEA
(Figure 31).
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Figure 31 : Tonus endocannabinoide dans des explants de TAV de rat traités par le JZL195

Le dosage des ECs a été réalisé sur des explants de TAV de rat traités pendant 3h avec le véhicule (VEH)
ou le JZL195 (10uM). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=3/groupe). Les différences
statistiques par rapport au VEH sont symbolisées par * P<0,05.
De la méme maniere, le traitement au JZL195 a une concentration de 10uM pendant 4h semble permettre
une augmentation des deux principaux ECs et des deux dériveés dans les explants de foie de souris
(Figure 32) et une augmentation du 2-AG, de I’AEA et de I’OEA dans la lignée cellulaire HepG2
(Figure 33).
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Figure 32 : Tonus endocannabinoide dans les explants de foie traités le JZL195.
Le dosage des ECs a été réalisé sur des explants de foie de souris traités pendant 2 ou 4h avec le véhicule
(VEH) ou le JZL195 (1 ou 10uM) (n=1).
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Figure 33 : Tonus endocannabinoide dans les cellules hepG2 traitées par le JZL195.
Le dosage des ECs a été réalisé dans des cellules HepG2 traitées pendant 2 ou 4h avec le véhicule (VEH)
ou le JZL195 (1 ou 10uM) (n=1).
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4) Mise en évidence d’une dérégulation du SEC au cours de I’obésité

Enfin, une troisieme approche expérimentale a consisté a provoquer une augmentation du tonus
endocannabinoide dans différents tissus en induisant 1’obésité chez les souris. Pour cela, les souris ont été
soumises soit & un régime hyperlipidique contenant 34,6 g de lipides/100g sous forme de lard (HFD, High
Fat Diet) (Annexe B) pendant 20 semaines alors que le lot contr6le a été maintenu au régime standard
(STD, Standard Diet) (Annexe A).

Un test de tolérance a I’insuline (Cf. Matériel & Méthodes 1V, C, 1) a été réalisé afin de vérifier que le
régime conduit bien a un état de résistance a I’insuline chez les souris. Alors que les souris contréles voient
leur glycémie diminuer au cours du temps suite a une injection i.p. d’insuline a 0,5 Ul/kg, les souris sous
régime hyperlipidique ne répondent pas a la charge en insuline et voient au contraire leur glycémie
augmenter (Figure 34A). Cette augmentation pourrait étre la conséquence d’une augmentation de la
néoglucogeneése a partir du glycérol contenu dans la solution d’insuline injectée. Ainsi ces données nous

permettent d’affirmer que les souris soumises au régime hyperlipidique sont bien résistantes a I’insuline.
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Figure 34 : Test de tolérance a l'insuline chez des souris contréles (STD) et obeses (HFD).

Des souris controles ou obéses a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. d’insuline (0,5 Ul/kg) a t=0
min. A. Glycémie des souris au cours du temps (0 ; 15 ; 30 ; 45 et 60 min).Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM (n=4 STD et n=9 HFD) Les différences statistiques par rapport a t=0 min sont
symbolisées par *P<0,05 ;**P<0,01. B. Aire sous la courbe. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM (n=4 STD et n=9 HFD) Les différences statistiques par rapport au STD sont
symbolisées par **P<0,01
A lafin de la période de régime alimentaire, les tissus ont été prélevés post-mortem afin de mesurer le tonus
endocannabinoide dans le cerveau, le foie et le TAV (Cf. Matériel & Méthodes 1V, C, 2). Les résultats
indiquent que le régime hyperlipidique induit une augmentation significative de I’AEA dans le TAV et le
cerveau (Figure 35A et C). Dans le foie, seul le 2-AG est augmenté par le régime hyperlipidique
(Figure 35B). Enfin, concernant les composés dits « endocannabinoid-like », une diminution du PEA est

observée dans le TAV (Figure 36A) alors que la concentration des deux composes augmente dans le foie
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(Figure 36B). Dans le cerveau, la concentration de ’OEA et celle du PEA ne varient pas significativement
(Figure 36C).
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Figure 35 : Dosage de I’AEA et du 2-AG dans les tissus de souris contrdles (STD) ou obeses (HFD).
Tonus endocannabinoide dans A : le TAV, B : le foie et C : le cerveau aprés un régime standard ou
hyperlipidique. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5 STD et n=7 HFD). Les différences
statistiques par rapport au STD sont symbolisées par * P<0,05 ; **P<0,01.
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Figure 36 : Dosage des composes dits « endocannabinoid-like » (OEA et PEA) dans les tissus de souris
contréles (STD) ou obéses (HFD).

Tonus des composes « endocannabinoid-like » dans A : le TAV, B : le foie et C : le cerveau aprés un
regime standard ou riche en graisses. Les resultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5 STD et n=7
HFD). Les différences statistiques par rapport au STD sont symbolisées par * P<0,05.

Les récepteurs et les enzymes de synthése et de dégradation des ECs jouent un rdle important dans
I’établissement du tonus endocannabinoide. C’est pourquoi nous avons €galement mesuré 1’impact du

régime hyperlipidique sur le niveau d’expression de ces genes dans le TAV.

I1 est tout d’abord intéressant de noter que 1’expression du géne codant pour la FAAH, majoritairement
impliquée dans la dégradation de I’AEA, est diminuée chez les souris Obéses par rapport aux souris
controles (Figure 37). Ce résultat est en accord avec I’augmentation des concentrations en AEA observée
(Figure 35A) et avec les observations faites par d’autres auteurs qui rapportent également une diminution
de I’expression de la FAAH dans le TAV au cours de I’obésité chez I’ Homme (Bliher et al., 2006; Engeli
etal., 2005). En ce qui concerne 1’expression du géne codant pour la NAPE, principale enzyme de synthése

de I’AEA, aucune différence significative n’a été observée (Figure 37).
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Figure 37 : Analyse de ’expression génique par PCR en temps réel de génes codant pour des protéines
du SEC dans le TAV de souris contrdles (STD® ou obéses (HFD).
Expression relative des genes codant pour CB1R ; CB2R ; NAPE; FAAH dans le TAV de souris contr6les
ou obéses. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n=7 STD et n=10 HFD) Les différences
statistiques par rapport au STD sont symbolisées par *P<0,05.

Bien qu’une augmentation de I’expression des CB1R f(t attendue dans le TAV des souris obéses compte
tenu de I’hyperactivation du SEC au cours de I’obésité, 1’analyse moléculaire montre que le régime
hyperlipidique induit une diminution de I’expression de ces récepteurs dans le TAV (Figure 37). Plusieurs
travaux ont également indiqué un tel effet (Bluher et al., 2006; Engeli et al., 2005; Matias et al., 2006)
suggérant 1’existence d’une boucle de régulation négative régulant 1’expression des CB1R en fonction des
taux d’ECs. A I’inverse, I’expression des CB2R a, quant a elle, tendance a étre augmentée dans le TAV des
souris obéses par rapport aux souris contréles (Figure 37). L’expression des CB2R étant majoritaire dans
les cellules immunitaires, il est possible que ce résultat soit lié a une infiltration importante de macrophages
dans TAV des souris obeses. Cette hypothese est supportée par I’augmentation trés significative de
I’expression du géne codant pour le marqueur de macrophages F4/80 suggérant une inflammation du TA

(Figure 38).
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Figure 38 : Analyse de I’expression génique par PCR en temps réel du géne codant pour F4/80 dans le
TAV des souris contrdles (STD) ou obéses (HFD).
Les resultats sont exprimés en moyenne = SEM (n=7 STD et n=10 HFD) Les différence statistiques par
rapport au STD sont symbolisées par ****P<(,0001.

En conclusion, nous avons montré que, quelle que soit la stratégie expérimentale utilisée (injection i.p.
d’AEA, inhibition de la dégradation des ECs ou régime hyperlipidique), le TAV est soumis a une
augmentation du tonus endocannabinoide. C’est pourquoi nous avons utilisé ces différentes approches pour

étudier les conséquences de I’activation du SEC sur la lipolyse adipocytaire.

B. L’activation du SEC stimule la lipolyse chez la souris a I’état nourri

La lipolyse adipocytaire est un mécanisme qui est finement régulé par 1’état nutritionnel. En effet, apres un
jedne prolongé, la lipolyse adipocytaire est augmentée via I’activation de la voie B-adrénergique (lipolyse
stimulée) alors qu’a I’inverse, en situation postprandiale, I’insuline conduit a une inhibition de la lipolyse
(lipolyse basale) en faveur d’un stockage des acides gras dans le TA. Au cours de I’obésité, la lipolyse
basale est augmentée a cause de I’insensibilit¢ du tissu a I’action antilipolytique de I’insuline qui
accompagne 1’hypertrophie des adipocytes et I’inflammation locale (Reynisdottir et al., 1995). A I’inverse,
au cours du jedne, la lipolyse stimulée est quant a elle diminuée du fait d’une augmentation de la réponse
a-adrénergique aux catécholamines aux dépens de la réponse B-adrénergique (Large et al., 1999). C’est
pourquoi, dans les chapitres qui suivent, nous nous sommes intéressés aux conséquences de I’activation du

SEC sur la lipolyse dans ces deux situations nutritionnelles.
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Muller T, Demizieux L, Troy-Fioramonti S, Gresti J, Pais de
Barros J, Berger H, Vergeés B, Degrace P. Overactivation of the
endocannabinoid system alters the antilipolytic action of insulin in
mouse adipose tissue. Am J Physiol Endocrinol Metab 313: E26—
E36, 2017. First published March 21, 2017; doi:10.1152/
ajpendo.00374.2016.—Evidence has accumulated that obesity-related
metabolic dysregulation is associated with overactivation of the en-
docannabinoid system (ECS), which involves cannabinoid receptor 1
(CBIR), in peripheral tissues, including adipose tissue (AT). The
functional consequences of CBIR activation on AT metabolism
remain unclear. Since excess fat mobilization is considered an impor-
tant primary event contributing to the onset of insulin resistance, we
combined in vivo and in vitro experiments to investigate whether
activation of ECS could alter the lipolytic rate. For this purpose, the
appearance of plasma glycerol was measured in wild-type and
CBIR /" mice after acute anandamide administration or inhibition of
endocannabinoid degradation by JZL195. Additional experiments
were conducted on rat AT explants to evaluate the direct conse-
quences of ECS activation on glycerol release and signaling pathways.
Treatments stimulated glycerol release in mice fasted for 6 h and
injected with glucose but not in 24-h fasted mice or in CBIR /",
suggesting that the effect was dependent on plasma insulin levels and
mediated by CB1R. We concomitantly observed that Akt cascade
activity was decreased, indicating an alteration of the antilipolytic
action of insulin. Similar results were obtained with tissue explants
exposed to anandamide, thus identifying CBIR of AT as a major
target. This study indicates the existence of a functional interaction
between CB1R and lipolysis regulation in AT. Further investigation is
needed to test if the elevation of ECS tone encountered in obesity is
associated with excess fat mobilization contributing to ectopic fat
deposition and related metabolic disorders.

endocannabinoid system; lipolysis; insulin resistance; cannabinoid
receptor 1; JZL195

EXCESS FAT ACCUMULATION, particularly in visceral pads, is
recognized as a major contributor to metabolic risk. The main
function of adipose tissue (AT) is to store excess energy as
neutral fat during periods of nutritional excess and to deliver
substrates, free fatty acids (FFA) and glycerol, in the blood-
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stream as an energy source for other organs during states of
nutritional needs such as starvation. The process of lipolysis is
mediated by several lipases, co-lipases, and proteins, and it is
now well characterized that it is initiated by the breakdown of
triglycerides by adipose triglyceride lipase to generate diacyl-
glycerides, which are in turn hydrolyzed by hormone sensitive
lipase (HSL) to produce monoacylglycerides. The last step is
catalyzed by monoacylglyceride lipase (MAGL), which pro-
duces FFA and glycerol (4). Catecholamines are potent stim-
ulators of lipolysis since (3-adrenergic receptor signaling stim-
ulates the adenylyl cyclase/adenosine 3',5’-cyclic monophos-
phate (cAMP)/protein kinase A (PKA) cascade to finally
activate HSL and perilipin. Conversely, insulin negatively
regulates lipolysis by increasing cAMP breakdown by phos-
phodiesterase 3B (PDE3B), through the activation of phospha-
tidylinositol 3-kinase (PI3K) and Akt-dependent pathways (23,
44). Available evidence suggests that normal regulation of
lipolysis may be disrupted in conditions leading to AT expan-
sion. Indeed, it has been reported that catecholamine-induced
lipolysis is impaired in obesity while basal lipolysis is in-
creased (1, 33, 39). Excessive FFA delivery from AT is
considered an important primary event contributing to the
onset of insulin resistance, which induces ectopic fat storage
and ultimately lipotoxicity in other organs such as muscle,
liver, heart, and pancreas (6, 27, 37, 50, 53).

At the same time, it is now well established that obesity is
associated with overactivation of the endocannabinoid system
(ECS) (20, 21, 47). The ECS is defined as a set of receptors
able to bind endogenous ligands (endocannabinoids), synthe-
sized and degraded by specific enzymes. It includes two
membrane receptors, the cannabinoid receptors 1 and 2 (CB1R
and CB2R), and two main endogenous agonists, N-arachi-
donoyl-ethanolamine (anandamide or AEA) and 2-arachi-
donoyl-glycerol (2-AG). AEA is typically synthesized by the
enzyme N-acylphosphatidylethanolamine phospholipase D
(NAPE-PLD), although alternative pathways exist, while 2-AG
is formed by the action of diacylglycerol lipase a or 3 upon
diacylglycerols. After release, EC are subjected to rapid break-
down by degrading enzymes such as fatty acid amide hydrolase
(FAAH) for N-acylethanolamines and monoacylglycerol lipase
(MAGL) for 2-AG (15). Evidence has accumulated from
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studies using the CB1R antagonist rimonabant and CB1R-
deficient (CB1R ~/~) mice that these receptors are key contrib-
utors to the development of metabolic dysregulations associ-
ated with obesity (48, 56). While CB1R is localized predom-
inantly in the brain, where it is deputed to food intake and
appetite control, this receptor has also been described as an
important regulator of energy homeostasis in a number of
peripheral tissues such as liver, skeletal muscle, and AT (42).
It is suggested that endocannabinoid levels of these tissues are
increased during obesity, accounting for an elevation of ECS
tone, which contributes to hyperphagia, excessive visceral fat
accumulation, and related disorders including Type 2 diabetes
and dyslipidemia (22, 61).

The existence of the ECS machinery in AT has been evi-
denced in mice, rats, and humans (2, 5, 12, 29, 46, 55, 57).
Most information concerning the link between ECS and AT
metabolism derives from studies using obese animal models
treated with the CB1R blocker rimonabant (32, 35), while
experimental approaches focusing specifically on adipocyte
physiology remain scarce. However, these works collectively
support the view that ECS activation promotes triglyceride
accumulation and AT expansion (45). Notably, CBIR stimu-
lation in cultured adipocytes increased lipoprotein lipase ac-
tivity, glucose uptake, and adipogenesis (8, 12, 25, 55, 65).
However, the role of ECS in controlling AT lipolysis has been
poorly studied. A preliminary report indicated that mice with
adipocyte-specific deletion of CBIR failed to develop liver
steatosis, glucose intolerance, and insulin resistance after a
high-fat diet, suggesting that CB1R activation in AT could be
associated with increased FFA delivery (43). A previous study
by O’Hare and coworkers (52) indicated an increase in sys-
temic lipolysis in response to an intracerebroventricular injec-
tion of CB1R agonists, but peripheral ECS activation was not
examined.

Therefore, the primary aim of this study was to determine if
stimulation of the ECS in AT was associated with the dysregu-
lation of lipolysis. We provide evidence that activation of
CBIR alters the antilipolytic effect of insulin in AT, suggesting
that ECS overactivation encountered in obesity may be linked
to excessive fat mobilization and related metabolic disorders.

MATERIALS AND METHODS

Animals and diet. Official French regulations (n°87848) for the use
and care of laboratory animals were followed throughout the experi-
mental period. The experimental protocol was approved by the local
ethics committee for animal experimentation (n°BX0622).

In vivo studies were performed on male 15-wk-old C57BL/6] mice
(JanvierLabs, Le Genest Saint Isle, France) and global CBIR ~/~ mice
(generous gift from Dr. James Pickel, National Institute of Mental
Health, Bethesda, MD) housed individually on a 12/12-h light/dark
schedule at 22-23°C with ad libitum access to water and food
(Standard diet AO4; UAR, Epinay-sur-Orge, France). In vitro studies
were performed by using 250- to 300-g Wistar rats (JanvierLabs)
housed and fed in the same conditions as the mice.

Drugs. All chemicals and mediums used in this study were supplied
by Sigma (Saint-Quentin-Fallavier, France) except for JZL195 (Bio-
Techne, Lille, France) and insulin (Actrapid, Novo Nordisk, La
Défense, France)

In vivo studies. Before testing, the mice were either fasted for 6 h
or 24 h as indicated in each figure and then received an intraperitoneal
dose of anandamide (10 mg/kg) or vehicle (0.1% DMSO0/0.025%
Tween 80 in NaCl 0.9%). Fifteen minutes later, the mice were injected
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intraperitoneally with the specific agonist of 33-adrenergic receptors
BRL37344 (5 mg/kg) and/or insulin (0.25 or 0.5 Ul/kg) or glucose (2
g/kg), as indicated for each experiment. Glucose and insulin tolerance
was estimated by monitoring glycemia with a My Life PuraTM
glucose meter (Ypsomed, Paris, France) directly on a blood drop from
the tail. Larger blood samples (25 pl) were collected from tails in
tubes containing EDTA (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) to measure
plasma glycerol, FFA, and insulin levels by using colorimetric glyc-
erol FS and NEFA FS assays (DiaSys, Condom, France) and ultra-
sensitive mouse ELISA kit (Eurobio, Les Ulis, France). The same
experimental procedure was used to study signaling pathways, except
that the mice were killed and tissues collected 15 min after insulin or
glucose administration.

In another experiment, 6-h fasted mice were injected with JZL195
(20 mg/kg), a dual inhibitor of the degradation enzymes for anand-
amide and 2-AG, FAAH, and MAGL. The mice were followed for 3 h
to determine glycemia and plasma glycerol levels. A kinetic approach
was designed to determine endocannabinoid accumulation and its
underlying effects on AT. Three mice were killed at 0, 30, 60, 120,
and 180 min after the JZL 195 injection. Periepididymal AT was
collected for immunoblotting experiments, and endocannabinoid mea-
surement and liver was collected for real-time PCR analysis.

Adipose tissue explants. In vitro studies were performed with 250-
to 300-g Wistar rats (JanvierLabs) housed and fed in the same
conditions as the mice. The rats were fasted overnight and anesthe-
tized with pentobarbital (50 mg/kg). Epididymal AT was collected,
rinsed in warm medium (DMEM-HAM/F12) supplemented with 1%
BSA, and dissected into ~10 mg pieces. Then, 5-6 explants were
incubated in a 5% CO, atmosphere at 37°C under slight agitation in
1 ml of the same medium supplemented with either norepinephrine (1
wM), insulin (1 nM), and/or anandamide (5 pM). Free glycerol and
FFA in the culture medium were determined after 1 h of incubation.
For the experiments dedicated to signaling pathway analyses, tissue
explants were collected and frozen in liquid nitrogen after 15 min or
1 h of incubation.

Endocannabinoid quantitation by targeted LC-QqQ analysis. Tis-
sues were homogenized in a Mini-Beadbeater (BioSpec Products,
Bartlesville, OK) with 500 pl MeOH/Tris (50 mM, pH 8) 1:1
containing 11.2 ng of d4-anandamide standard. Then, each homoge-
nate was added to 2 ml of CHCI3/MeOH 1/1 and 500 .l of Tris (50
mM, pH 8), vortexed and centrifuged for 10 min at 3,000 g (—2°C).
The organic layer was recovered, and the water phase was extracted
one more time with ice-cold chloroform. The combined extracts were
dried under N and resolubilized in 120 pl of CHCI3. Proteins were
precipitated with 2 ml acetone, incubated for 30 min at —20°C, and
centrifuged for 10 min at 3,000 g (—2°C). The supernatant was
carefully transferred to new tubes and dried under N,. Finally, the
dried residue was reconstituted in 200 wl MeOH and injected into a
1200 LC system coupled to a 6460-QqQ MS/MS system equipped
with an electrospray ionization source (Agilent Technologies). Sepa-
ration was achieved on a Zorbax SB-C18 2.1 X 50 mm, 1.8-pm
column (Agilent Technologies) at a flow rate of 0.25 ml/min, 40°C,
with a linear gradient of (solvent A) water containing 0.1% formic
acid and (solvent B) methanol containing 0.1% formic acid as follows:
10% B for 1 min, up to 85% B in 8 min, and then maintained at 10%
for 4.5 min. Acquisition was performed in the positive multiple
reaction monitoring mode (source temperature: 350°C, nebulizer gas
flow rate was 10 /min, 40 psi, sheath gas flow 10 I/min, temperature
400°C, capillary 4,000 V, nozzle 1,000 V). Transitions used were
2-AG 379.1-91 (frag 120V, CE 62V), AEA-d4 352.2—66 (frag
115V, CE 14V), AEA 348.2—62 (frag 120V, CE 14V), OEA-d4
330.2—66 (frag 120V, CE 14V), OEA 326.2—62 (frag 115V, CE
14V) and PEA 300.2—62 (frag 124V, CE 14V). Endocannabinoids
were quantitated by the isotope dilution method by using deuterated
standards. Results are expressed as picomole per gram of wet weight
of tissue.
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Western blot analyses and cAMP assay. For immunoblotting, fat
pads were homogenized in RIPA lysis buffer (NaCl 150 mM, Triton
1%, sodium deoxycholate 0.5%, SDS 1%, Tris-HCl 50 mM pH 8)
containing a phosphatase and protease inhibitor cocktail and sonicated
three times on ice. Then, extracts were incubated on ice for 1 h and
centrifuged twice at 15,000 g for 20 min at 4°C to clarify protein
lysate from fat. Protein concentration was determined with the BCA
Protein Assay Kit (Sigma): 25 pg of proteins were resolved in
gradient (4—20%) SDS-PAGE gels (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France) and blotted onto nitrocellulose membranes with the Transblot
system (Bio-Rad). After 2 h in blocking buffer (BSA 5%), the
membranes were incubated with primary antibodies recognizing phos-
pho-Akt T308, phospho-Akt S473, phospho-Akt S474, phospho-PKA
T197, phospho-HSL S660, total form of Akt, PKA and HSL, and
B-actin. Appropriate secondary antibodies conjugated to horseradish
peroxidase were used for detection. Finally, proteins of interest were
visualized by enhanced chemiluminescence with the Bio-Rad Chemi-
Doc MP Imaging System after substrate incubation (Clarity, Bio-
Rad). Bands were quantified by densitometric analysis performed by
ImageLab software. All antibodies were purchased from Cell Signal-
ing (Leiden, the Netherlands) except B-actin (Merck-Millipore, Darm-
stadt, Germany).

Intracellular cAMP levels were determined by a competitive
ELISA method using a cAMP Complete ELISA kit (Enzo Life
Science, Villeurbanne, France). Briefly, frozen AT was extracted with
0.1 M of hydrochloric acid in a tissue grinder and then centrifuged
twice at 600 g for 10 min at 4°C. The cAMP assay was performed on
the supernatant following the supplier’s instructions. The results were
normalized by fat pad weight.

RT-PCR. Total mRNAs from tissues were extracted with Tri-
Reagent (Euromedex, Souffelweyersheim, France), and 1 pg RNA
was reverse transcripted with the Iscript cDNA Kit (Bio-Rad). Real-
time PCR was performed as described previously (34) by using a
StepOnePlus real-time PCR system (Life Technologies, Saint-Aubin,
France). For each gene, a standard curve was established from four
cDNA dilutions (1/10 to 1/10,000) and used to determine the relative
gene expression variation after normalization with the geometric
mean of three housekeeping genes, TATA box binding protein (TBP),
138, and 18S. Forward and reverse primer sequences used for ampli-
fication were 5’-aattagtagaaccgggccac-3' and 5'-ccaactcccaggta-
caatca-3" for FAT/CD36, 5’-atttacgtcacgtttaccccg-3' and 5’-ataccac-
ccaccagcttce-3’ for ACOX1, 5’-agctggggattcaacacagg-3' and 5'-
ccaaggcagctggaattgtg-3' for FGF21, 5'-acggcacaggacttactcca-3’ and
5'-gcetgtetttgttgetettccaa-3' for TBP, 5’-catgcctcggaaaattgag-3' and
5'-tcttgacagacttggeateet-3' for 138, and 5'-gtgtggggagtgaatggtg-3'
and 5'-gcgagacagtcaaaccacg-3' for 18S.

Statistical analysis. Results are expressed as means *= SE. Data
were analyzed statistically with GraphPad InStat software (GraphPad
Software, La Jolla, CA) by two-way ANOVA followed by the Tukey
post hoc test or by Student’s t-test. Differences were considered
significant at P < 0.05.

RESULTS

Anandamide potentiates the action of B3 agonist on lipolysis
in vivo. To explore the role of ECS activation on lipolysis, we
first examined, in 6-h fasted mice, the effect of acute in vivo
treatment with anandamide on plasma glycerol levels when
lipolytic activity was stimulated by the specific B3-agonist
BRL37344 (5 mg/kg). Interestingly, we found that intraperito-
neal administration of anandamide (10 mg/kg) potentiated the
ability of BRL37344 to induce plasma glycerol release (Fig.
1A). When the experiment was repeated in CBIR ™/~ mice, the
stimulating action of anandamide was strongly attenuated,
indicating that part of the effect of the drug was mediated
through CB1R (Fig. 1A).
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Fig. 1. Anandamide potentiates B3 adrenergic receptor-stimulated lipolysis in
wild-type (WT) mice. A: wild-type or CBIR~/~ mice fasted for 6 h first
received an injection of anandamide (AEA; 10 mg/kg) or vehicle. Fifteen
minutes later, the mice were injected with BRL37344 (5 mg/kg), and the
appearance of plasma glycerol was determined from blood samples collected
from the tail tip vein at the indicated times after BRL37344 injection. Data
represent % variation from basal plasma glycerol expressed as means * SE
(n = 7). *WT vs. WT+AEA, P < 0.05; #CB1~/~ vs. CB17/"+AEA, P <
0.05. B: wild-type mice fasted for 6 h first received an injection of anandamide
(10 mg/kg) or vehicle. Fifteen minutes later, the mice were injected with
BRL37344 (5 mg/kg) alone or in combination with insulin (INS; 0.025 or 0.05
Ul/kg). The appearance of plasma glycerol was determined from blood
samples collected from the tail tip vein at the indicated times after BRL37344
injection. Data represent % variation from basal plasma glycerol expressed as
means = SE (n = 7). Values for the INS O series were all significantly
different from others at P < 0.05. *INS 0.025 vs. INS 0.025+AEA, P < 0.05.

Similar experiments were conducted in the presence of
insulin. The doses tested were selected according to their
potency to decrease glycemia as determined by the insulin
tolerance test. The effect of insulin on plasma glucose levels
was maximal for 0.05, weak for 0.001, and intermediate for
0.025 Ul/kg (data not shown). As expected, the administration
of insulin reduced B3 agonist-stimulated lipolysis. In the ab-
sence of anandamide, the inhibition of plasma glycerol appear-
ance was maximal with both doses of insulin tested (0.05 and
0.025 Ul/kg). Interestingly, the inhibitory effect of insulin
0.025 Ul/kg was partially blunted in the presence of anand-
amide, suggesting that activation of the ECS could impair the
antilipolytic action of insulin (Fig. 1B).

Anandamide induces insulin resistance in adipose tissue
resulting in stimulation of basal lipolysis. The impact of ECS
activation on plasma glycerol appearance was also tested in
the absence of B3 agonist stimulation, i.e., in conditions re-
garded as basal lipolysis. We first observed that injections of
anandamide compared with vehicle did not induce any signif-
icant variation in plasma glycerol levels when mice had been
fasted for 24 h, indicating no change in lipolytic activity when
insulinemia is very low (Fig. 24). Conversely, in 6-h fasted
mice, which showed higher basal insulin levels than 24-h
fasted mice (Fig. 2B), anandamide injection induced a rapid
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and significant increase in plasma glycerol levels (Fig. 2C). To
determine if the increase in lipolysis induced by anandamide
was associated with an alteration of insulin signaling, we
measured Akt and PKA protein activities in periepididymal AT
collected 15 min after drug or vehicle administration. Com-
pared with vehicle, anandamide injection decreased phosphor-
ylation of Akt both at the ser473 and thr308 sites, indicating
inhibition of the Akt insulin-dependent antilipolytic pathway
(Fig. 2D). Consistent with this, cellular cAMP content and
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Fig. 2. Anandamide increases basal lipolysis by
altering insulin signaling in adipose tissue. A:
wild-type mice fasted for 24 h received an in-
jection of anandamide (AEA; 10 mg/kg) or ve-
hicle (VEH), and the appearance of plasma glyc-
erol was determined from blood samples col-
lected from the tail tip vein at the indicated
times. Data represent % variation from basal
plasma glycerol. B: basal plasma insulin levels
in mice fasted for 24 h and 6 h. C: wild-type
mice fasted for 6 h received an injection of
anandamide (10 mg/kg) or vehicle, and the ap-
pearance of plasma glycerol was determined
from blood samples collected from the tail tip
vein at the indicated times. Data represent %
variation from basal plasma glycerol. D: repre-
sentative immunoblots of total and phosphory-
lated Akt proteins with graphical densitometry
quantification activities in adipose tissue of mice
treated as in C and killed at¢ = 15 min. E: cAMP
levels in adipose tissue of mice treated as in C
and killed at # = 15 min. F: representative im-
munoblots of total and phosphorylated PKA pro-
teins with graphical densitometry quantification of
activities in adipose tissue of mice treated as in C
* and killed at + = 15 min. For all experiments,
results are expressed as means * SE (n = 7); *P <
0.05. Immunoblots presented in D and F were
subjected to rearrangements consisting in lane

VEH AEA splicing within a single gel.
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p-PKA protein levels were increased by anandamide, which is
in agreement with the induction of lipolytic activity (Fig. 2, E
and F).

To further examine the effect of anandamide on the antili-
polytic action of insulin, glycerol production was measured
during a physiological increase in insulinemia induced by an
intraperitoneal glucose load (2 g/kg) given to 24-h fasted mice.
In these conditions, which mimic refeeding, the acute anand-
amide injection did not alter plasma insulin levels compared
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with vehicle (Fig. 3A). However, anandamide induced a tran-
sient but strong increase in plasma glycerol levels (Fig. 3B) and
significantly delayed the decrease in FFA induced by glucose
load (Fig. 3C). Notably, when the experiment was repeated in
CB1R™/~ mice, the early increase in plasma glycerol levels
induced by anandamide in wild-type mice was abrogated (Fig.
3D). In wild-type mice, anandamide injection induced a de-
crease in Akt activity, an increase in PKA activity (Fig. 3E),
and a concomitant elevation of cAMP levels (Fig. 3F) in AT
collected 15 min after the glucose load.

>

Plasma insulin (ng/ml)

== VEH =i~ AEA
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Endogenous activation of ECS in adipose tissue by JZL195
alters insulin signaling and increases lipolysis. Previous re-
sults indicated a rapid and transient effect of exogenous anan-
damide on lipolysis, likely due to its rapid enzymatic degra-
dation (62). To test the consequences of endogenous ECS
activation, 6-h mice were treated with JZI.195, a dual inhibitor
of the endocannabinoid degrading enzymes FAAH and
MAGL, to induce the accumulation of anandamide and 2-AG
in tissues. First, we observed that JZL.195 induced a rapidly
increasing elevation of endocannabinoid content in AT over

Glucose load * Glucose load
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Plasma glycerol (% basal)
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Fig. 3. Anandamide stimulates lipolysis by
altering insulin signaling after glucose load-
ing. Wild-type mice fasted for 24 h were
treated with anandamide (AEA; 10 mg/kg) or
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vehicle. Fifteen minutes later, the mice re-
ceived an intraperitoneal glucose injection (2
g/kg), and blood samples were collected from
the tail tip vein at the indicated times. A:
plasma insulin levels at ¢ 15 min after
glucose load. B: plasma glycerol appearance
after glucose load. Data represent % variation
from basal plasma glycerol. C: plasma free
fatty acids (FFA) appearance after glucose
load. Data represent % variation from basal
plasma glycerol. D: the appearance of plasma
glycerol after glucose load in CBIR ™/~ mice
measured in the same experimental condi-
tions as in wild-type mice. Data represent %
variation from basal plasma glycerol. E: rep-
resentative immunoblots of total and phos-
phorylated Akt and PKA proteins with graph-
ical densitometry quantification of activities
in adipose tissue of mice treated as in A and
killed at ¢ = 15 min. Immunoblots presented
were subjected to rearrangements consisting
in lane splicing within a single gel. F: cAMP
levels in adipose tissue of mice treated as in A
and killed at r = 15 min. For all experiments,
results are expressed as means * SE (n = 7);
*P < 0.05.
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time (Fig. 4A). Finally, 3 h after JZL195 administration, 2-AG
levels increased from 372.7 * 83.8 to 578.9 * 49.8 pmol/g
and anandamide from 7.87 * 0.52 to 14.47 = 1.25 pmol/g.
Interestingly, endocannabinoid overproduction was associated
with an increase in AT lipolysis as indicated by the higher
glycerol levels measured in the plasma of JZL195 mice fasted
for 6 h compared with vehicle (Fig. 4B). It is noteworthy that
the induction of lipolysis by JZL195 was not observed when
the experiment was performed on mice fasted for 24 h (data not
shown). Kinetic analysis of the insulin signaling pathway in
6-h fasted mice revealed that JZL.195 injection induced a rapid
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(t = 30 min) inhibition of both Aktl and 2 activity as indicated
by the decrease in phosphorylation at residues Thr308, Ser473,
and Ser474 in the AT of treated mice (Fig. 4C). Besides,
phospho-PKA and phospho-HSL levels were increased with
a slight delay (+ = 120 min) in JZL195 mice, which is
consistent with the increase in glycerol release observed at
t = 180 min (Fig. 4B). The long-term consequences of
JZ1.195-induced lipolysis on the liver were evaluated by
performing gene expression analysis following a 6-h treat-
ment. We observed higher mRNA levels of FAT/CD36
(fatty acid translocase) related to FA uptake, of the PPARa
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Fig. 4. Treating mice with JZL195, the dual
inhibitor of MAGL and FAAH, increases
adipose tissue endocannabinoid levels and
basal lipolysis. A: endocannabinoid (ECs)
levels in adipose tissue of 6-h fasted wild-
type mice treated with JZL.195 (20 mg/kg) or
vehicle and killed at indicated times. Results
are expressed as means * SE (n = 5); *sta-
tistical difference from basal AEA content,
P < 0.05; #statistical difference from basal
2-AG content; P < 0.05. B: appearance of
plasma glycerol in 6-h fasted wild-type mice
treated with JZL195 (20 mg/kg) or vehicle
and killed at indicated times. Data represent
% variation from basal plasma glycerol ex-
pressed as means = SE (n = 5). *VEH 6 h
vs. JZL195 6 h, P < 0.05. C: representative
immunoblots of total and phosphorylated
Akt, PKA, and HSL proteins with graphical
densitometry quantification activities in adi-
pose tissue of mice treated as in A. Results
are expressed as means = SE (n = 5). For
each series, values were statistically differ-
ent from basal protein activity measured
before JZL195 administration (dotted line)
at P < 0.05 except when indicated by #. D:
liver real-time PCR analysis of fatty acid
translocase (FAT/CD36), acylCoA oxidase
1 (ACOX), and fibroblast growth factor-21
(FGF21) expression in the liver of mice
killed 6 h after JZL195 (20 mg/kg) or vehi-
cle injection. Results are expressed as
means * SE (n = 5); *P < 0.05.
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target gene acyl-CoA oxidase 1 (ACOX), and of fibroblast
growth factor-21 (FGF21) considered as a marker of FFA
utilization by the liver in mice treated with JZL195 com-
pared with vehicle (Fig. 4D).

Evidence for a direct alteration of insulin signaling and
lipolysis by anandamide in adipose tissue explants. An in vitro
study using rat AT explants was designed to support the
concept that ECS activation in AT might limit the stimula-
tory effect of insulin on Akt pathway. While insulin rapidly
increased Akt activity in AT treated with vehicle, we found
that the presence of anandamide strongly limited (at ¢t = 5
min) or abolished (at t+ = 15 min) this effect (Fig. 5A).
Moreover, when measured at ¢ = 15 min, the inhibitory
action of insulin on HSL activity was also blunted by

Résultats et discussion

ECS ALTERS THE ANTILIPOLYTIC ACTION OF INSULIN

anandamide (Fig. 5A). Besides, we used this model to test
whether ECS activation might induce lipolysis, consistent
with impaired AT insulin action. As expected, glycerol and
FFA release by AT explants measured after 1 h of incuba-
tion was stimulated by norepinephrine treatment and limited
by insulin (Fig. 5B). However, we showed, as observed in
vivo, that the antilipolytic action of insulin was less effec-
tive in the presence of anandamide (Fig. 5B). In the same
experiment, data related to insulin signaling concomitantly
indicated that the strong positive effect of insulin on Akt
activity was abrogated by anandamide (Fig. 5B, immuno-
blots). Conversely, we also interestingly noticed that anan-
damide decreased glycerol release and increased Akt activ-
ity in the absence of insulin.
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In the whole, these findings support the possibility that ECS
activation in AT impairs the ability of insulin to suppress
lipolysis consistent with in vivo observations.

DISCUSSION

The present literature strongly supports the notion that obe-
sity induces overactivation of the ECS in the AT in both
animals and humans (5, 21, 35, 46). Some studies further
suggested that ECS overactivity is associated with the dysregu-
lation of adipocyte metabolism, thus promoting fat mass ex-
pansion and related disorders. Indeed, CBIR stimulation was
shown to alter adipokine secretion and to exert proadipogenic
(46) and prolipogenic actions (12, 26, 54, 55, 65). Consistent
with this, CB1R knockout mice are resistant to weight gain
when fed a high-fat diet (12). While the role of the ECS in
regulating fat deposition and synthesis appears manifest, its
role in controlling fat mobilization remains poorly studied and
unclear. However, numerous studies indicate that the develop-
ment of peripheral insulin resistance is strongly associated with
lipolysis deregulation leading to excessive FFA deliverance,
ectopic lipid deposition, and lipotoxicity (3, 13, 27). To address
this issue, we have explored the possibility that overactivation
of the ECS in AT might represent one of the mechanisms by
which FFA mobilization is increased in obesity.

The plasma insulin level is the main hormonal signal that
regulates fat cell lipolysis according to the nutritional state.
Therefore, during the postprandial state, the typical increase in
insulin production stimulates FA storage and suppresses intra-
cellular lipolysis. In contrast, during the interprandial state and
fasting, variations in plasma insulin levels combined with
tissue sensitivity represent an important adaptive response
during which FFA and glycerol are produced as energy sources
from extra-AT (64). Evidence has accumulated that the post-
prandial partitioning of FA is altered in obese individuals and
associated with an increase in FFA mobilization (30, 49).
Besides, a lack of inhibitory effect of insulin on plasma EC
levels has also been observed in insulin-resistant patients (16),
supporting the existence of a link between insulin sensitivity
and peripheral ECS overactivation. In line with this, the present
findings suggest that the activation of the ECS in AT was
associated with an increase in lipolytic rates in conditions that

A Fasting state B

AEA

Low INS
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mimic the postprandial state. This hypothesis was supported by
our results, which showed that acute anandamide administra-
tion did stimulate plasma glycerol release, but only when
insulin levels were substantial. Specifically, we demonstrated
that the antilipolytic action of insulin was actually impaired in
response to ECS activation. The hypothesis of an insulin
dose-dependent effect of anandamide on lipolysis was con-
firmed by using different experimental approaches. Insuline-
mia was modulated either physiologically by glucose admin-
istration or by varying fasting durations or artificially by
insulin injections. Notably, anandamide was unable to increase
the plasma glycerol content when mice were fasted overnight,
suggesting that in these conditions of low insulinemia, ECS
activation could rather promote FA synthesis and storage. This
hypothesis is in agreement with the present literature (8, 12, 25,
55, 65) and supported by our findings showing an increase in
p-Akt levels measured in tissue explants incubated in the
absence of insulin (Fig. 5B). In a previous study which tested
the effect of acute central CBIR activation during hyperinsu-
linemic clamping, the authors also failed to show any signifi-
cant effect of ECS activation on glycerol release during clamp
baseline (i.e., when insulinemia was very low), which can be
likened to our fasting conditions (52). Conversely, during
clamping, the ability of insulin to suppress lipolysis was
impaired by CBI1R activation, which is in accordance with our
conclusions. However, the experiment exclusively dealt with
the effects of intracerebroventricular injections of CB1R ago-
nists on systemic lipolysis while the direct activation of pe-
ripheral CB1R was not tested. Our findings further demonstrate
that the specific overactivation of the ECS in AT, such as that
encountered in obesity, is also able to stimulate lipolysis.
One can argue that the effect of anandamide on lipolysis
observed in our in vivo experiments could occur secondary to
a variation in insulin secretion since previous studies have
shown a direct inhibitory action of CBIR agonists on 3 cells
(36, 51, 63). However, it is very unlikely that the increase in
plasma glycerol levels was due exclusively to a decrease in
insulin secretion since the effect was maintained when the
level of the hormone was controlled by exogenous admin-
istration (data not shown). In addition, anandamide did not

Postprandial state

Fig. 6. Putative schematic representation for
the impact of CBIR activation in fasting or
postprandial state on cAMP-dependent lipol-
ysis regulation. A: in the fasting state, i.e.,
when insulin is typically low and lipolysis
high, activation of CB1R decreases cAMP
levels both by direct inhibition of adenylyl
cyclase (AC) and by stimulating Akt-depen-
/ dent PDE3B activity. This may result in a
slowdown of FFA mobilization, thus promot-
ing storage and adipose tissue expansion as
already suggested (31, 45). B: in the postpran-
dial state, i.e., when lipolysis is typically low
due to the action of insulin, activation of
CBIR inhibits Akt-dependent PDE3B activ-
ity and thereby cAMP hydrolysis. This results
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Lipolysis slowing down

FFA storage

Lipolysis stimulation
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in the stimulation of FFA mobilization, thus
promoting deposition in extra-adipose or-
gans.
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decrease glucose-stimulated insulin production in our con-
ditions (Fig. 3A).

While some studies have demonstrated the existence of
alternative mechanisms, Akt signaling is the most frequently
described pathway to explain the antilipolytic effect of insulin
(11, 17). It is initiated through the phosphorylation of insulin
receptor substrate 1 (IRS1), leading to phosphatidylinositol
3-kinase activation (PI3K) and Akt activation. In turn, the
phosphodiesterase 3B (PDE3B) is phosphorylated, thus result-
ing in the enhanced hydrolysis of cAMP and a decrease in PKA
and HSL activities (24). In this study, we provide evidence that
the increase in lipolysis induced by ECS activation in AT is
associated with a modulation of insulin pathway.

Previous studies on various cell types have demonstrated
that ECS may modify the activity of the PI3K/Akt pathway
(28, 38, 40, 59), but given the inconsistency of the results, it
was not possible to draw any definite conclusions concerning
the direction of the effect. Indeed, CB1R agonists have been
shown to downregulate Akt activity in glioma and cancer
cells (9, 19, 60), while it was increased in CHO cells stably
transfected with the CB1R (28). In these studies, whether
the CBIR activation interferes with the ability of insulin to
stimulate Akt was not tested. However, this notion has been
specifically examined in human skeletal muscle cells (18),
and similar to our findings a concentration-dependent im-
pairment of insulin-stimulated Akt phosphorylation by
anandamide was highlighted. The authors further demon-
strated that anandamide enhanced the phosphorylation of
IRS-1 on the Ser307 site, which is involved in the negative
regulation of insulin signaling.

In AT, cAMP is a second messenger highly involved in the
regulation of lipolysis since it controls the activation of PKA
and HSL. cAMP levels mainly depend on the activity of
adenylyl cyclase, which can be controlled by G protein-cou-
pled receptors such as adrenergic receptors or CB1R. It is well
known that CBIR selectively interacts with Gi/o proteins to
inhibit adenylyl cyclase and decrease cAMP levels (31), sug-
gesting intuitively that activation by agonists would promote a
decrease in lipolysis. In line with this, some studies using
antagonists indicated that CB1R blockade abrogates the inhi-
bition adenylyl cyclase activity and thereby enhances cAMP
levels and the activation of PKA (7). Besides, the antilipolytic
action of insulin is associated with a decrease in intracellular
levels of cAMP due to active hydrolysis by PDE3B after
Akt-dependent activation (24). Our results support the possi-
bility that CB1R could either decrease or increase Akt activity
and thereby modulate cAMP levels depending on insulin lev-
els. Thus activation of CB1R may reduce lipolysis both
through the inhibition of adenylyl cyclase and activation of the
Akt/PDE3B cascade in the fasting state. Conversely, in the
presence of insulin, CB1R activation may induce lipolysis by
reducing Akt-dependent pathways and thereby limiting the
hydrolysis of cAMP by PDE3B (Fig. 6). As suggested by the
residual action of anandamide observed in CB1R ™/~ mice, part
of the effects may be due to CB2R or other noncannabinoid
receptors.

Preventing the degradation of endocannabinoids by FAAH
and MAGL is recognized as an interesting alternative approach
to study the consequences of ECS hyperactivity in obesity (41).
Indeed, it has been shown that the activity of these hydrolyzing
enzymes is dramatically reduced in the liver of mice fed with
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a high-fat diet (14, 54). Extrapolating these findings to AT
predicts that the activity of hydrolyzing enzymes may be
reduced in obese mice and thus induce local ECS overactivity.
Here, we give direct evidence that the blockade of FAAH and
MAGL by using JZ1.195 induces an increase in endocannabi-
noid content in epididymal AT. Notably, the nearly twofold
elevation was in the range of what is usually observed in the
AT of obese patients in comparison with lean subjects (46).
Finally, the ECS activation induced by JZL165, which could be
considered physiological, was associated with an alteration of
Akt signaling and a stimulation of lipolysis, similarly to what
was observed after acute anandamide administration. This
increase in peripheral ECS tone and FFA mobilization may
induce extra-adipose lipid accumulation. In line with this, it
was shown in a previous study that the inhibition of FAAH and
MAGL was associated with hepatic triglyceride accumulation
in 4-h fasted mice (58). On the basis of the available literature,
the authors speculated that the lipid accumulation may not
result from increased delivery of FFA from AT. However, this
hypothesis should be tested by taking into account the present
novel findings showing an increase in lipolysis in close exper-
imental conditions. Previous studies have demonstrated a crit-
ical role of FGF21 in mediating ketogenesis during adaptive
starvation response. Hepatic FGF21 expression is induced
during fasting through a mechanism initiated by the release of
FFA from adipocytes and involving the activation of PPARa
(10). Consistently, the induction of the expression level of
FAT/CD36, ACOX1, and FGF21 observed in the liver after
JZ1.195 treatment further supports the notion of an increased
FFA flux from AT to the liver.

In conclusion, the present study strengthens the concept that
overactivation of the peripheral ECS is involved in the devel-
opment of metabolic complications linked to obesity and fur-
ther suggests a role for the CB1R of AT in the onset of insulin
resistance. It also maintains the view that the development of
strategies to reduce the activity of peripheral CB1R presents a
major therapeutic interest.
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2) Conclusion

Les effets de I’activation du SEC sur la lipolyse dans des conditions mimant un état postprandial ont
largement été décrits dans I’article (Muller et al., 2017) et suggerent que ’activation du SEC conduit a une
augmentation de la lipolyse adipocytaire. Ceci a été démontré in vivo chez des souris dont le SEC a été
activé par injection i.p. d’AEA ou de maniére endogeéne via I’inhibition des enzymes de dégradation des
endocannabinoides par le JZL195 mais également in vitro sur des explants de TAV traités par I’AEA. Les
résultats suggerent, comme illustré sur la figure 39, que la stimulation de la lipolyse adipocytaire est
dépendante d’une altération de la voie de signalisation insulinique puisque nous avons mis en évidence une
diminution des phosphorylations activatrices de 1’Akt associée a 1’augmentation de la concentration en

AMPc.

Etat postprandial: forte activité voie PI3K/Akt mmmm=_ Signalisation par les CB1R

e Catécholamines
Endocannabinoides Q Insuline

Dépdts
ectopiques

Tissu adipeux

Figure 39 : Mécanisme d’action hypothétique des CB1R sur la lipolyse adipocytaire en situation
postprandiale.

En période postprandiale, situation au cours de laquelle la forte insulinémie est généralement associée a
une lipolyse faible, [’activation des CBIR inhibe [’activité de la voie Akt-dépendante et par conséquent de
la PDE-3B ce qui provoque une augmentation des concentrations intracellulaires en AMPc. 1l en résulte
une stimulation de la lipolyse adipocytaire et un relargage d’AGL favorisant ainsi les dépots ectopiques
dans des organes périphériques.
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C. Conséquences de la stimulation de la lipolyse induite par la
suractivation du SEC sur le métabolisme hépatique

Puisque nous avons mis en évidence que I’activation du SEC augmente I’activité lipolytique dans certaines
conditions, nous nous sommes demand¢ si le flux d’AGL provenant du TA pouvait exercer des effets sur

le métabolisme hépatique.

1) L’injection d’AEA induit une augmentation de la triglycéridémie

Dans un premier temps, nous avons étudié les conséquences d’une activation aigiic du SEC par I’AEA sur
la triglycéridémie chez des souris dont I’insulinémie a ¢té augmentée par une charge en glucose
(Cf. Matériel & Méthodes IV, A, 3, ¢).

Dans ces conditions, le traitement par I’AEA qui, comme décrit précédemment, conduit a une stimulation
de la lipolyse, s’accompagne également d’une triglycéridémie plus ¢levée a partir du temps t=30 min
(Figure 40). Ces résultats suggérent que 1’augmentation de la lipolyse pourrait avoir des conséquences sur

le métabolisme lipidique hépatique.
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Figure 40 : La triglycéridémie est plus élevée chez les souris traitées par I’AEA au cours d’une charge
en glucose.

Des souris a jeun 24h ont été soumises a une injection en i.p. de véhicule (VEH) ou d’AEA (10 mg/kg) a
t=0 min en amont d’'une charge en glucose a t=15 min. La triglycéridémie a été mesurée sur le plasma a
partir du sang prélevé a la veine de la queue des animaux aux différents temps. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM (n=5/groupe) et représentent le % de variation par rapport a la
triglycéridémie basale a t=0 min. Les différences statistiques par rapport au VEH sont symbolisées par
* P<0,05 ;**P<0,01 ;***P<0,001

Afin d’étudier les conséquences d’une exposition prolongée a I’ AEA sur le contenu lipidique et I’expression
génique dans le foie, des souris ont été soumises a une double injection d’AEA (t=0 et t=30 min) au cours
d’une charge en insuline (t=0 min) (Cf. Matériel & Méthodes IV, A, 3, d).

Une heure apres la premiére injection d’AEA, la triglyceridémie est comme précédemment supérieure chez

les souris traitées par I’AEA par rapport aux souris traitées par le véhicule (Figure 41A). Toutefois, lorsque
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le foie est prélevé a ce temps, aucune différence concernant le contenu hépatique en TG et en lipides totaux

n’est observée entre les deux traitements (Figure 41B et C).
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Figure 41 : L’AEA induit une augmentation de la triglycéridémie chez des souris au cours d’une
charge en insuline.

Des souris a jeun 24h ont été soumises a une premiere injection en i.p. de véhicule (VEH) ou d’AEA
(10 mg/kg) a t=0 min combinée a une charge en insuline (0,5 Ul/kg) puis a une seconde injection d’AEA
ou de VEH (10 mg/kg) a t=30 min. A : Triglycéridémie. B : Contenu hépatique en triglycérides et
C : Contenu hépatique en lipides totaux a t=60 min apres le traitement a I’ AEA par rapport au VEH. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport au
VEH+INS sont symbolisées par * P<0,05

L’analyse de I’expression des genes relatifs au métabolisme lipidique indique que le traitement par I’AEA
conduit a des modifications mineures en comparaison avec le traitement par le véhicule. En effet, aucune
différence significative n’est observée concernant I’expression des genes codant pour la FATP5, GPAT,
PPARa, FAS, ACC ou SREBPIlc impliqués dans la synthése et le transport intracellulaire des lipides
(Figure 42). Toutefois, une diminution significative de I’expression des génes codant pour FAT/CD36 et
PPARy a été mise en évidence apres le traitement par ’AEA (Figure 42) suggérant ’existence d’un

mécanisme de régulation visant a limiter le captage des AG par le foie.

Quoi qu’il en soit, ces conditions de traitement & court terme (1h) ne sont probablement pas adaptées a

I’étude des variations d’expression génique.
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Figure 42 : L’AEA limite le captage des AG dans le foie.

Des souris & jeun 24h ont été soumises a une premiere injection en i.p. de véhicule (VEH) ou d’AEA
(10 mg/kg) a t=0 min combinée a une charge en insuline (0,5 Ul/kg) puis a une seconde injection d’AEA
ou de VEH (10 mg/kg) a t=30 min. Expression relative de génes codant pour des protéines du
métabolisme lipidigue hépatique (PPARa, GPAT, ACC, FAS, FATPS5, FAT/ICD36, PPARy, SREBPIc) sur
le foie des souris traitées par ’AEA+INS ou le VEH+INS. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM
(n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport au VEH+INS sont symbolisées par * P<0,05
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2) L’activation du SEC par le JZL195 conduit a des variations de la
triglycéridémie

Afin d’étudier les conséquences d’une exposition plus prolongée d’une suractivation du SEC sur le contenu
lipidique et I’expression génique dans le foie, nous avons utilisé le modele d’activation endogene du SEC

par le JZL195 conduisant a une activation du SEC prolongée par rapport au traitement par I’AEA dont les
effets sont transitoires.

a. Traitement au JZL 195 pendant 3h

Les résultats de la cinétique presentés dans I’article indiquent que le JZL195 conduit a une augmentation
de la lipolyse adipocytaire au bout de 3h de traitement (Muller et al., 2017).

En paralléle, nous avons mis en évidence une tendance a I’augmentation du contenu hépatique en TG chez
ces souris a t=3h par rapport aux souris sacrifiées a t=0h ce qui suggére que les AGL libérés par le TAV
sont captés par le foie et stockés sous forme de TG (Figure 43).
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Figure 43 : Le traitement de souris par le JZL195 pendant 3h tend & augmenter le contenu hépatique
en triglycérides.
Des souris & jeun 6h ont été soumises a une injection en i.p. de JZL195 (20 mg/kg) & t=0h. Le contenu
hépatique en triglycérides a été mesuré post-mortem a t=3h versus t=0h. Les résultats sont exprimés en
moyenne = SEM (n=3/groupe).

b. Traitement JZL 195 pendant 6h

Afin de se placer dans des conditions propices a 1’étude d’éventuelles variations d’expression génique
hépatiques, ’expérience a été répétée en prélevant les tissus 6h apres I’injection de JZL195 (Cf. Matériel &
Methodes 1V, B, 3). Dans ces conditions, on observe toujours une augmentation du tonus

endocannabinoide dans le foie (Figure 44A) alors que dans le TAV, celle-ci ne concerne que I’AEA
(Figure 44B).
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Figure 44 : Le traitement de souris par le JZL195 pendant 6h augmente le tonus endocannabinoide
dans le foie et le TAV.

Des souris a jeun 6h ont été soumises a une injection en i.p. de véhicule (VEH) ou de JZL195 (20 mg/kg)
pendant 6h. Le tonus endocannabinoide a été mesuré a t=6h apres l'injection de JZL195 ou de VEH dans
A : le foie et B. le TAV. Les résultats sont exprimes en moyenne £ SEM (n=5/groupe). Les différences
statistiques par rapport au VEH sont symbolisées par * P<0,05 ;**P<0,01 ;****P<0,0001.

Aprés 6h de traitement par I’inhibiteur, on constate cette fois une diminution importante du contenu
hépatique en TG chez les souris traitées par le JZL195 par rapport aux souris traitées par le véhicule

(Figure 45). De plus, les concentrations plasmatiques en glycérol et en AGL ne sont pas modifiées par le
traitement dans ces conditions (Figure 46A et B). Ces résultats permettent de suggérer un rétrocontréle

consécutif a I’arrivée des AGL vers le foie.
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Figure 45 : Le traitement de souris par le JZL195 pendant 6h diminue le contenu hépatique en
triglycérides.

Des souris a jeun 6h ont été soumises a une injection en i.p. de véhicule (VEH) ou de JZL195 (20 mg/kg)
pendant 6h. Le contenu hépatique en triglycérides a été mesuré a t=6h apres l’'injection de JZL195 en
comparaison au VEH Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM (n=5/groupe). Les différences
statistiques par rapport au VEH sont symbolisées par **P<0,01.
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FEiqure 46 : La lipolyse adipocytaire n’est pas modifiée par un traitement de 6h par le JZL195.
Des souris a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de véhicule (VEH) ou de JZL195 (20 mg/kg)
pendant 6h. A : Glycérol plasmatique et B : AGL plasmatiques mesurés a partir du sang prélevé a la

veine cave apres sacrifice des animaux a t=6h. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
(n=5/groupe).

3) L’activation du SEC par le JZL195 modifie ’expression_de génes
impliqués dans le metabolisme lipidique hépatigue

Afin de comprendre les mécanismes pouvant expliquer les variations de contenu lipidique du foie observées
lors des traitements par le JZL195, nous avons ensuite réalisé une analyse transcriptionnelle en ciblant des
genes impliqués dans le métabolisme lipidique hépatique.

C’est ainsi que nous avons remarqué que dans le foie prélevé 6h aprés I’injection de JZL195
(Cf. Matériel & Méthodes 1V, B, 3), I’expression du géne codant pour le transporteur d’acides gras
FAT/CD36 tend a augmenter pendant que celle du géne codant pour I’ACOX relative a la f-oxydation est
tres significativement induite suggérant une augmentation de 1’utilisation des lipides par le foie (Figure 47).
Parallelement, on assiste & une diminution de 1’expression génique de SCD1 et DGATZ2, deux protéines

impliquées dans les voies d’estérification (Figure 47).
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Fiqure 47 : Un traitement de 6h par le JZL195 conduit a une modulation de I’expression de génes
codant pour des protéines du métabolisme lipidique hépatique.

Expression relative des genes codant pour les protéines FAT/CD36, ACOX, SCD1, DGAT2 chez des
souris a jeun 6h soumises a une injection i.p. de véhicule (VEH) ou de JZL195 (20 mg/kg) pendant 6h.
Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport au
VEH sont symbolisées par * P<0,05 ;**P<0,01.

Plusieurs études suggerent que le flux d’AGL provenant du TA est un inducteur puissant de 1’expression
du gene et de la sécrétion de FGF21 par les hépatocytes (Park et al., 2016; Wang et al., 2017; Yu et al.,
2011). Le FGF21 est une hormone principalement sécrétée par le foie et impliquée dans la régulation du
metabolisme glucido-lipidique. Ce facteur présente de nombreux bénéfices métaboliques sur I’homéostasie
énergétique et la sensibilité a ’insuline. Dans le foie, il augmente la cétogenése, la néoglucogenése et
I’oxydation des AG et dans le TA, il inhibe la lipolyse et augmente ’activité thermogénique (Ge et al.,
2012). Ce facteur est induit en réponse au jeline (Inagaki et al., 2007), suite a un régime cétogéne (Badman
et al., 2007) ou au cours de 1’obésité (Zhang et al., 2008) via ’activation des facteurs de transcription
CREBH et PPARa (Park et al., 2016). Ainsi, nous avons mesuré I’expression du géne codant pour FGF21
et sa sécrétion comme marqueur d’une augmentation du flux d’AGL provenant du TA vers le foie. Nos
résultats ont montré que suite au traitement par le JZL195 pendant 6h, I’expression hépatique du gene
(Figure 48A\) et la concentration plasmatique de FGF21 (Figure 48B) étaient fortement induites en accord

avec la stimulation de la lipolyse observée apres 3h de traitement.
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Figure 48 : Un traitement de 6h par le JZL195 conduit a une augmentation de I’expression du géne
codant pour le FGF21 et de sa sécrétion par le foie.

Des souris & jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de véhicule (VEH) ou de JZL195 (20 mg/kg)
pendant 6h. A : FGF21 plasmatique mesuré a partir du sang prélevé a la veine cave apres sacrifice des
animaux. B : Expression relative des génes codant pour le FGF21. Les résultats sont exprimes en
moyenne £ SEM (n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport au VEH sont symbolisées par
* P<0,05.

De manicre intéressante, nous avons également remarqué une forte induction de ’expression du géne
codant pour UCP1 ainsi qu’une diminution de celui codant pour la LHS dans le TAV (Figure 49). Or, il a
été montré que la lipolyse adipocytaire et le brunissement du TA sont régulés par le FGF21 (Fisher et al.,

2012; Hotta et al., 2009).
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Figure 49 : Un traitement de 6h par le JZL195 conduit a une modulation de ’expression de génes

impliqués dans Dutilisation des graisses par le TAV.

Des souris a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de véhicule (VEH) ou de JZL195 (20 mg/kg)
pendant 6h. Expression relative des génes codant pour les protéines LHS et UCP1 dans le TAV de souris.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport au

VEH sont symbolisées par * P<0,05 ;***P<0,001.

Récemment, une boucle de régulation entre le foie et le TA visant & protéger les hépatocytes d’un afflux
important d’AGL secondaire a 1’augmentation de la lipolyse adipocytaire a été décrite (Park et al., 2016)
(Figure 50).
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Figure 50 : Boucle de régulation négative du flux d’AGL entre le TA et le foie via la sécrétion de
FGF21.

L’activation de CREBH dans le foie en réponse a [’augmentation du flux d’AGL conduit a une
augmentation de |’expression et de la sécrétion du FGF21. En retour, ce dernier va limiter [’efflux d’AGL
par le TA en bloquant la lipolyse.

D apres (Park et al., 2016)

Ainsi, il est possible que ce mécanisme de rétrocontrdle se soit installé suite a la stimulation de la lipolyse
induite par le JZL195 a en juger par la normalisation des niveaux circulants d’AGL, de glycérol et la

diminution de la triglycéridémie observées 6h versus 3h aprés I’injection de I’inhibiteur.

4) L’effet du JZL1935 est-il dépendant des CB1R ?

Puisque les ECs ont également la capacité de fixer d’autres récepteurs que les CBR tels que le récepteur
TRPV1, GPR55 et GPR119 et des facteurs de transcription tels que PPARa et y (Fezza et al., 2014), nous
nous sommes demandé dans quelle mesure les CB1R pouvaient contribuer a cette boucle de rétrocontréle.
Pour cela, des souris soumises a un traitement de 6h par le JZL195 ont été soumises dans le méme temps a
une injection i.p. de Rimonabant (10 mg/kg), un agoniste inverse spécifique des CB1R (Cf. Matériel &
Méthodes 1V, B, 3). Dans ces conditions, on constate que 1’expression du géne codant pour le FGF21,
fortement induite par le JZL195, est normalisée lorsque les CB1R sont bloqués par le Rimonabant
(Figure 51). Cette diminution s’accompagne également d’une normalisation de I’expression d’autres génes
induits par le JZL195 tels que les génes codant pour la SCD1 et I’ACOX dans le foie et UCP1 dans le TAV
(Figure 51). Toutefois, alors que I’on aurait également pu s’attendre a une normalisation de 1’expression
du geéne codant pour la LHS (Figure 51), celle-ci a au contraire été diminuee suite au traitement par le
Rimonabant suggérant I’existence d’'un mécanisme de régulation propre a 1’antagoniste.

Ces données montrent donc que le Rimonabant s’oppose en partie aux effets observés suite au traitement

par le JZL195 et suggérent que la mise en place de la boucle de régulation entre le foie et le TAV induite
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par le JZL195 est bien dépendante de 1’activation des récepteurs CB1R suite a 1’augmentation du tonus

endocannabinoide.
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Figure 51 : Le blocage des CB1R par le Rimonabant rétablit le niveau d’expression des génes induits
par le traitement au JZL195 dans le foie et le TAV.
Des souris & jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de véhicule (VEH), de JZL195 (20 mg/kg) ou de
JZL195+RIMO (10mg/kg) pendant 6h. Expression relative des genes codant pour les protéines
A : FGF21, ACOX et SCD1 dans le foie et B : LHS et UCP1 dans le TAV de souris. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM (n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport au VEH sont
symbolisées par # P<0,05 ;##P<0,01 ; ###P<0,001 et *P<0,05 ; **P<0,01 ; ****P<0,0001

5) L’effet du JZL195 sur D’expression des génes impliqués dans le
métabolisme lipidiqgue hépatique est-il direct ?

Une action directe de I’inhibiteur sur le foie pourrait également expliquer certains des effets observés. En
effet, I’induction de I’expression et de la sécrétion de FGF21 pourrait en partie étre due a I’action directe
des ECs (dont les concentrations hépatiques sont fortement augmentées par le JZL195 (Figure 44A) sur
les CBIR ou d’autres cibles. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons réalisé des études in vitro sur des
explants de foie (Cf. Matériel & Méthodes 111, D) et des cellules hépatiques HepG2 (Cf. Matériel &
Méthodes 111, E) en culture traités pendant 4h par le JZL195 afin de mesurer les conséquences directes de
I’accumulation des ECs sur I’expression d’un géne marqueur de I’activation de PPARa (ACOX) et du
facteur de croissance FGF21. En effet, plusieurs travaux ont montré que certains ECs et notamment I’AEA
avaient la capacité de fixer PPARa, également connu pour réguler 1’expression de FGF21 (Badman et al.,
2007; Fezza et al., 2014; Inagaki et al., 2007).
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a. Explants de foie

Dans les explants de foie, alors que le traitement JZL.195 augmente les concentrations d’ECs (Figure 32),
I’expression de FGF21 n’est pas significativement modifiée suite au traitement par le JZL195 chez les
souris WT et CB1R” (Figure 52) suggérant que I’induction observée in vivo est indépendante des
modifications du tonus endocannabinoide hépatique. Il est a noter que le traitement diminue 1’expression
du géne de I’ACOX (Figure 52) en accord avec ’effet inhibiteur de I’AEA sur la B-oxydation déja mis en
évidence au laboratoire (Jourdan et al., 2012). Cet effet semble bien étre dépendant de ’activation des
CBIR puisque ’expression du geéne codant pour I’ACOX n’est pas modifiée lorsque I’expérience est

répétée sur des explants de foie prélevés chez des souris CB1R™ (Figure 51).

FGF21 ACOX
1.5+ Bl VEH 1.5+
_ ns
-§ JZL195 g T
o E ns x5
&S 1.04 Q3 10 %
G = T ns < =c _—
® T z @
& 8 0.5 Z § 0.5
< g g
) -
0.0 : v 0.0 ' —
WT CB1R™ WT CB1R™

Figure 52 : Le JZL195 ne modifie pas l’expression du FGF21 dans des explants de foie de souris WT
et CB1IR™.

Les explants de foie de souris ont été traités pendant 4h par le véhicule (VEH) ou le JZL195 (10 pM).
Expression relative des genes codant pour les protéines FGF21 et ACOX. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM (n=3/groupe). Les différences statistiques par rapport au WT sont symbolisées par
* P<0,05.

b. Cellules HepG2

Lorsque 1’on répéte 1I’expérience sur des cellules HepG2, on observe cette fois que 1’expression du geéne
codant pour FGF21 tend a augmenter suite au traitement par le JZL195 (Figure 53). Toutefois, il est a noter
que dans ce modele, I’impact du traitement se limite uniquement aux cellules hépatiques contrairement aux
autres modeles d’étude (in vivo et explants de foie) qui comprennent également d’autres types cellulaires
que les hépatocytes. Par conséquent, il n’est pas exclu qu’une régulation impliquant 1’action directe de
I’AEA sur les CBIR des hépatocytes ou sur PPARa se mette en place dans ces conditions. Ces résultats
sont en accord avec ceux récemment obtenus par Jung et al. qui montrent que ’activation des CBIR dans
différents modeles de cellules hépatiques (HepG2 et hépatocytes primaires) conduit a une augmentation de
I’expression, du niveau protéique et de la sécrétion du facteur de croissance (Jung et al., 2016). Toutefois,
dans ces expériences, c¢’est I’ACEA, un agoniste synthétique puissant, non métabolisable et spécifique des

CBI1R qui a été utilise pour activer le SEC. Ainsi, il est possible que dans cette étude réalisée sur des
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cellules, la stimulation des CB1R hépatiques soit telle qu’elle conduise a des effets directs inducteurs de

I’expression de FGF21.
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Figure 53 : Le JZL195 tend a augmenter ’expression du FGF21 dans des cellules HepG2.
Les cellules HepG2 ont été traitées pendant 4h par le véhicule (VEH) ou le JZL195 (10 uM). Expression
relative du gene codant pour le FGF21. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=3/groupe).

6) La boucle de régulation dépendante du FGF21 est-elle fonctionnelle au
cours de I’obésité ?

Les résultats précédents obtenus chez des souris contréles traitées par le JZL195, suggérent qu’en réponse
a la stimulation de la lipolyse induite par I’activation du SEC du TA, une boucle de régulation négative
impliquant la sécrétion de FGF21 par le foie se met en place dans le but de limiter la mobilisation des AGL.
Nous nous sommes ensuite demandé, si cette boucle de régulation était fonctionnelle dans un contexte

pathologique d’obésité au cours duquel le SEC du TA est hyperactivé.

En comparant les paramétres plasmatiques relatifs au relargage et a 1’utilisation des AG, on remarque de
maniere inattendue que les concentrations en AGL et en glycérol sont fortement plus faibles chez les souris
obeses par rapport aux souris contréles (Figure 54A et B). Néanmoins, la diminution de ces parameétres est
associée a une augmentation de la concentration plasmatique en p-hydroxybutyrate (Figure 54C), un corps
cétonique produit dans le foie a partir des AGL provenant de la lipolyse notamment lors du jeline ou lorsque
le foie n’est plus capable d’utiliser le glucose comme substrat énergétique comme c’est le cas au cours de
I’insulinorésistance (Laffel, 1999). Ceci traduit une utilisation plus importante d’AGL par le foie des souris
obeses qui, de plus, est associée a une forte induction de la sécrétion de FGF21 (Figure 54D), un autre
argument en faveur d’une augmentation du flux d’AGL issus de la lipolyse vers le foie. Par conséquent,
ces résultats suggerent que le mécanisme adaptatif de rétrocontréle négatif décrit chez la souris contréle

n’est pas fonctionnel chez la souris obése puisque la lipolyse reste élevée.
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Figure 54 : La lipolyse n’est plus régulée par le FGF21 au cours de ’obésité.

Des souris ont été soumises a un régime standard (STD) ou hyperlipidique (HFD) durant 20 semaine. Les
parametres plasmatiques ont été mesurés a partir du sang prélevé a la veine de la queue des animaux A :
Glycérol plasmatique, B : AGL plasmatiques C : f-hydroxybutyrate plasmatique, et D : FGF21
plasmatique. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5/groupe). Les différences statistiques
par rapport au STD sont symbolisées par * P<0,05 ; ****P<0,0001

7) Conclusion

En conclusion, ces résultats préliminaires nous permettent d’émettre ’hypothése d’une boucle de rétro-
inhibition entre le TA et le foie impliquant FGF21 et ayant comme point de départ la stimulation de la
lipolyse provoquée par I’activation du SEC adipocytaire (Figure 55). Le flux d’AGL résultant de la lipolyse
adipocytaire conduit tout d’abord a I’accumulation des TG dans le foie. En réponse, on assiste a une
augmentation de I’expression et de la sécrétion du FGF21 par le foie dépendante de I’activation des facteurs
de transcription PPARa ou CREBH par les AGL ou les TG. De plus, dans certaines conditions, en cas de
forte activation, le SEC hepatique pourrait directement réguler I’expression de FGF21. L’hormone sécrétée
exercerait alors un rétrocontrdle négatif sur la lipolyse adipocytaire et stimulerait la thermogenese afin de
réduire le flux d’AGL vers le foie pour finalement diminuer le contenu hépatique en TG et la production
de VLDL. Nous montrons également, qu’au cours de 1’obésité, la boucle de régulation s’opérant entre le
foie et le TA n’est plus fonctionnelle suggérant que le FGF21 n’est plus capable d’exercer son action sur
ses tissus cibles. Un état de résistance a 1’action de cette hormone au cours de 1’obésité a été décrite par
plusieurs travaux (Fisher et al., 2010; Hale et al., 2012). Néanmoins, nos résultats préliminaires n’ont pas

permis d’établir une relation entre le SEC et une résistance du TA a I’action inhibitrice du FGF21.
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Quoi qu’il en soit, compte tenu des résultats preliminaires obtenus chez la souris obése et des données de
la littérature, des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre précisément les mécanismes
moléculaires mis en jeu et déterminer dans quelle mesure le SEC participe a 1’induction de FGF21 selon

I’hypothése proposée par notre étude.
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Figure 55 : Hypothése proposée expliquant la régulation du flux d’AGL entre le TA et le foie suite a
l’augmentation du tonus endocannabinoide par le JZL195.

(1) L augmentation du tonus endocannabinoide par le JZL195 conduit a une augmentation de la lipolyse
adipocytaire et par conséquent a une augmentation de I'afflux d’AGL (2) L arrivée d’AGL vers le foie
et/ou ’activation directe du SEC dans le foie stimule [’expression du gene codant pour FGF21 et (3) sa
sécrétion. (4) Le FGF21 exerce alors un rétrocontréle négatif sur le TA en vue de limiter I'afflux d’AGL
vers le foie. (5) Il en résulte une diminution de ’accumulation de triglycérides dans le foie.

Ainsi, ’ensemble de nos résultats suggere que I’hyperactivation du SEC du TA, en dérégulant la lipolyse
pourrait étre impliquée dans le développement de la résistance a 1’insuline périphérique. Le mécanisme mis
en jeu semble lier les CB1R a la voie de signalisation insulinique. Ces observations sont confortées par
d’autres travaux qui montrent également, dans d’autres tissus, que les CB1R interagissent avec la voie de
signalisation insulinique (Gémez del Pulgar et al., 2000; Kim et al., 2012; Liu et al., 2012b).

Les conséquences sur 1’organisme d’une augmentation de la mobilisation des AGL induite par 1’activation
du SEC a court terme sont difficiles a caractériser. Toutefois dans notre étude, nous avons pu mettre en
évidence des modifications précoces de la lipémie, des lipides hépatiques et de la production de FGF21

indiquant que la communication entre le foie et le TA est rapidement affectée par la stimulation du SEC.
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D. L’activation du SEC inhibe la lipolyse et favorise le stockage lipidique
chez la souris a jeun

Les résultats présentés dans 1’article suggérent que ’activation aigiie du SEC par I’AEA dans des explants
de TAV cultivés en absence d’insuline provoque une diminution de la lipolyse a en juger par la plus faible
production de glycérol dans le surnageant (Muller et al., 2017). Ceci nous a conduits a émettre I’hypothése
selon laquelle une augmentation du tonus endocannabinoide dans le TA pourrait favoriser le stockage des
lipides lorsque I’insulinémie est faible comme c’est le cas en période interprandiale. Afin d’explorer cette
hypothese et ainsi élucider les mécanismes mis en jeu, nous avons entrepris des experiences

complémentaires en utilisant des explants de TAV incubés dans différentes conditions.

1) L’AEA exerce un_effet inhibiteur sur activité lipolytique d’explants
TAV en absence d’insuline

De nouvelles expérimentations similaires a celles présentées dans ’article (Muller et al., 2017) ont été
réalisées pour étudier spécifiquement 1I’impact de I’AEA sur la lipolyse dans des explants de TAV de rat
placés dans des conditions mimant un état de jeline (avec noradrénaline et sans insuline) (Cf. Matériel &
Meéthodes 111, A, 1). Les résultats montrent comme précédemment une diminution significative de la
production de glycérol et d’AGL (Figure 56).
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Figure 56 : Le traitement d’explants de TAV de rat par I’AEA en absence d’insuline conduit a une
inhibition de la lipolyse.

Des explants de TAV de rat ont été traités pendant 1h par le véhicule (VEH) ou I’AEA (5 uM) en présence
d’une stimulation noradrénergique (LUM) en absence d’insuline. La production de glycérol et d’AGL a
été mesurée dans le surnageant apres 1h de traitement. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM

(n=4/groupe) et représentent le % de variation par rapport au VEH. Les différences statistiques par
rapport au VEH sont symbolisées par * P<0,05.

Ces expérimentations in vitro sur explants de TAV nous ont également permis d’étudier les voies de

signalisation régulant la lipolyse adipocytaire (Figure 57).
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B3R CBIR Récepteur a linsuline

Figure 57 : Régulation de la concentration intracellulaire en AMPc par différents stimuli.
L’adénylate cyclase (AC) est a [’origine de la production d’AMPc. La forskoline est un activateur direct
et puissant de I’AC qui conduit par conséquent a une augmentation de la concentration intracellulaire en

AMPc. L activation des récepteurs f-adrénergiques (B3R) conduit a une stimulation de I’AC via les
protéines Gs alors qu’a l'inverse [’activation des récepteurs aux cannabinoides 1 (CBIR) inhibe
l’activitée AC via les protéines Gi. L’insuline conduit a une diminution de la concentration en AMPc en
stimulant sa dégradation en 5°’AMP par la PDE 3B
Pour cela, la production d’AMPc a été mesurée dans le cytosol d’explants traités pendant 15 min par I’AEA
en présence de forskoline, un activateur puissant de 1’adénylate cyclase de fagon & avoir un niveau basal
d’AMPc facilement détectable. Dans ces conditions, nous avons observé une diminution des taux d’AMPc
intracellulaires (Figure 58) dans les explants traités par 1’agoniste. Afin de préciser si cette baisse d’AMPc
dépend d’une diminution de sa production ou d’une augmentation de sa dégradation, nous avons analysé
les niveaux de phosphorylation a t=15 min des protéines de la voie Akt impliquées dans 1’activation de la
PDE-3B. Les résultats ont révelé une augmentation de la forme T308 de 1’Akt ainsi qu’une tendance a
I’augmentation pour la forme S474 et une diminution de la phosphorylation de la LHS sur le résidu S660
dans les explants traités par I’AEA (Figure 59), suggérant que la baisse d’AMPc induite par I’AEA est

dépendante au moins en partie d’une activation de la PDE-3B.
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Figure 58 : L’AEA diminue le pool intracellulaire d’AMPc stimulé par la forskoline en absence
d’insuline dans des explants de TAV de rat.

Des explants de TAV de rat ont été traités pendant 15 min par le véhicule (VEH), la forskoline (FSK, 10
MM) ou la FSK + AEA (5 uM). La concentration intracellulaire en AMPc a été mesurée dans les explants
au bout de 15 min de traitement. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=3/groupe). Les
différences statistiques par rapport au traitement FSK sont symbolisées par * P<0,05.
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Figure 59 : L’AEA augmente la phosphorylation d’Akt et diminue celle de la LHS en absence
d’insuline dans des explants de TAV de rat.

Des explants de TAV de rat ont été traités pendant 15 min par le véhicule (VEH) ou I’AEA (5 uM). Les
immunoblots accompagnés des analyses densitométriques représentent les niveaux de phosphorylations
de I'Akt sur les résidus S474 et T308 et de la LHS sur le résidu S660. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM (n=3/groupe). Les différences statistiques par rapport au VEH sont symbolisées par
**p<0,01.

Finalement, ces données sont en accord avec les diminutions de production de glycérol et d’AGL observées
dans le surnageant (Figure 56) et suggérent une diminution de la lipolyse adipocytaire dépendante d’une
activation de la voie Akt. Deux autres études rapportent également une activation de la voie PI3K/Akt, dans

des cellules CHO transfectées par les CB1R ou dans des cellules astrocytaires exprimant les CB1R, suite a
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la stimulation de ces récepteurs par divers agonistes dont 1’agoniste endogéne, I’AEA (Galve-Roperh et al.,
2002; Gémez del Pulgar et al., 2000).

2) Lalipolyse est plus élevée dans le TAV de souris CB1R” par rapport aux
souris sauvages

Des explants de TAV ont été préparés a partir de souris sauvages et CB1R” puis incubés pendant 1h dans
des conditions permettant de mesurer la lipolyse basale (sans noradrénaline ni insuline) (Cf. Matériel &
Methodes 111, B). Nous avons observé que dans ces conditions, la quantité de glycérol produite par les
explants de souris CB1R™ n’était pas significativement différente de celle produite par les souris sauvages
(Figure 60).
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Figure 60 : La production de glycérol n’est pas modifiée dans des explants de TAV de souris CB1R™
par rapport aux souris sauvages.

Des explants TAV de souris sauvages (WT) ou CB1R™ ont été incubés pendant 1h dans du milieu de
culture. La production de glycérol a été mesurée dans le surnageant a la fin de la période d’incubation.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=4 WT et n=5 CB1R™).

Néanmoins, in vivo, la concentration plasmatique en glycérol mesurée apres un jene de 24h est nettement
plus élevée chez les souris CB1R™ par rapport aux souris sauvages (Figure 61) qui possédent pourtant une
masse adipeuse plus importante (Ravinet Trillou et al., 2003). Finalement ces données suggerent que les

récepteurs CB1R pourraient étre impliqués dans un mécanisme de régulation inhibiteur de la lipolyse.
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Figure 61 : La lipolyse est plus élevée chez des souris CB1R™ par rapport aux souris sauvages (WT).

La concentration en glycérol plasmatique a été mesurée a partir du sang collecté a la veine de la queue

des animaux suite a un jene de 24h. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=5/groupe). Les
différences statistiques par rapport au WT sont symbolisées par ***P<0,001

3) Lalipolyse est diminuée dans des explants de TAV prélevés sur des souris
traitées par le JZ1.195

Le TAV de souris a été prélevé 3 heures aprés une injection i.p. de JZL195 ou de véhicule puis mis en
culture pendant 1h afin de mesurer la lipolyse basale (sans noradrénaline ni insuline) (Cf.
Matériel & Méthodes 1V, B, 2, a). Les résultats ont montré que le TA dont le tonus endocannabinoide est
augmenté par le JZL195 (Figure 30D) produit moins de glycérol dans le surnageant que celui provenant
des souris controles (Figure 62). Ainsi, ces données suggérent que les ECs produits par le TA sont capables

per se d’activer les CB1R et d’exercer un effet inhibiteur sur la lipolyse.
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Figure 62 : La production de glycérol est diminuée dans des explants de TAV de souris soumises a une
injection de JZL195.

Des souris sauvages a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de véhicule (VEH) ou de JZL195
(20 mg/kg). Au bout de 3h, le TAV a été prélevé et incubé pendant 1h dans du milieu de culture. La
production de glycérol a été mesurée dans le surnageant a la fin de la période d’incubation. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM (n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport au VEH sont
symbolisées par * P<0,05.
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4) La lipolyse est diminuée dans des explants de TAV traités ex vivo avec le
JZ1L.195

Une expérience complémentaire a consisté a traiter des explants de TAV pendant 3h par le JZL195 avant
de mesurer la production de glycérol en condition basale (sans noradrénaline, ni insuline) ou stimulée (avec
noradrénaline, sans insuline) (Cf. Matériel & Méthodes 111, A, 2) Les résultats indiquent une fois encore
que la lipolyse est diminuée lorsque la dégradation des ECs est inhibée quelles que soient les conditions
testées (basale ou stimulée) (Figure 63A et B). lls confirment que cet effet est bien la conséquence d’une

action directe du JZL195 sur le TA et trés probablement lié a la surproduction d’ECs.
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Figure 63 : La lipolyse basale et stimulée est diminuée dans des explants de TAV traités par le JZL195.
Des explants de TAV de rat ont €té traités pendant 3h A : par le véhicule (VEH) ou le JZL195 (10 uM)
pour la lipolyse basale et B : par le VEH, la noradrénaline (NA, 1uM) ou la NA+JZL195 (10uM) pour la
lipolyse stimulée. La production de glycérol a été mesurée dans le surnageant a la fin de la période
d’incubation. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n=4) Les différences statistiques entre les
traitements sont symbolisées par **P<0,01 et ****P<0,0001

5) La lipolyse est diminuée in vivo chez des souris traitées par le JZL195

Les résultats obtenus avec les explants de TAV ont ensuite été transposés in vivo. Pour cela, nous avons
¢étudié les conséquences de I’activation endogene du SEC induite par le JZL195 sur la lipolyse de souris
soumises a un jelne de longue durée de 24h (Cf. Matériel & Méthodes 1V, B, 2, b). Ainsi, lorsque le
glycérol plasmatique est mesuré au cours des 3h qui suivent I’injection de 1’inhibiteur, on constate une
diminution significative de sa concentration chez les souris traitées par le JZL195 par rapport au véhicule
a t=1h et 2h (Figure 64) confirmant I’hypothése selon laquelle 1’activation du SEC provoque une

diminution de la lipolyse lorsque 1’insulinémie est faible.
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Figure 64 : La lipolyse au cours du temps est diminuée chez des souris traitées par le JZL195.

Des souris a jeun 24h ont recues une injection i.p. de véhicule (VEH) ou de JZL195 (20 mg/kg). La
concentration en glycérol plasmatique a été mesurée au cours du temps (0 ; 1 ; 2 et 3h) a partir du sang
collecté a la veine de la queue des animaux. Les résultats sont exprimes en moyenne + SEM
(n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport au VEH sont symbolisées par
* P<0,05 ;**P<0,01.

Toutefois, nous n’avons pas pu constater ces effets in vivo chez des souris a jeun depuis 24h et soumises a
une injection d’AEA. En effet, aucune différence de production de glycérol n’a été observée entre les souris
traitées par 1’agoniste par rapport aux souris traitées par le véhicule (Muller et al., 2017). Au cours de ces
expériences, I’effet trés bref de I’AEA associé a une utilisation trés rapide et continue du glycérol et des
AGL produits (a jeun) ne permettent probablement pas de détecter de variations entres les traitements. Cette
hypothése est d’autant plus renforcée que lorsque nous réalisons un traitement au JZL195 au cours duquel

I’effet des ECs est plus durable, nous observons une diminution de la production de glycérol (Figure 64).

6) L’activation du SEC par I’AEA stimule la production d’adiponectine in
vitro

Il est maintenant bien établi que 1’adiponectine, abondamment sécrétée par le TA, augmente la prolifération
adipocytaire, accélere la différenciation et favorise 1’accumulation lipidique dans les adipocytes matures
(Fu et al., 2005). En effet, cette hormone est principalement sécrétée par les adipocytes matures au cours
de la différenciation adipocytaire tardive (Ojima et al., 2016).

Au cours des expérimentations menées in vitro avec I’AEA (Cf. Matériel & Méthodes 111, A, 1), en plus
de son effet inhibiteur sur la production de glycérol et d’AGL en absence d’insuline (Figure 55), le
traitement d’explants de TAV pendant 3h par I’agoniste conduit & une augmentation de la production
d’adiponectine dans le surnageant (Figure 65) suggérant un effet prolifératif de I’AEA sur le TA. En effet,
ces donneées sont en accord avec les travaux de Bouaboula et al. qui démontrent I’effet prolifératif de I’AEA
par I’induction de différents genes dont le géne codant pour 1’adiponectine. De plus, ces travaux suggerent
un effet dépendant de I’activation de PPARYy puisqu’il a clairement été démontré que I’AEA a la capacité

de lier ce facteur de transcription et que 1’adiponectine est un géne cible de PPARYy (Bouaboula et al., 2005).
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Figure 65 : La sécrétion d’adiponectine est stimulée dans des explants de TAV traités par I’AEA.
Des explants de TAV de rat ont été traités pendant 3h par le véhicule (VEH) ou I’ AEA (5 uM). La
secrétion d’adiponectine a été mesurée dans le surnageant a la fin de la période d’incubation. Les
résultats sont exprimés en moyenne = SEM (n=4/groupe). Les différences statistiques par rapport au
VEH sont symbolisées par **P<0,01.

7) Conclusion

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro et in vivo suggerent d’une part, que 1’activation du SEC
provoque une diminution de la lipolyse lorsque I’insulinémie est faible (in vivo) ou en absence d’insuline
(in vitro) et d’autre part que le TA est le siége des mécanismes de régulation. En effet, la diminution du
glycérol plasmatique observée in vivo proviendrait bien d’une diminution de la lipolyse adipocytaire et non
pas d’une augmentation de son utilisation par différentes tissus tels que le foie. Ainsi, dans une situation de
faible insulinemie métaboliquement favorable a la libération de substrats énergétiques (glycérol et AGL),
I’activation du SEC limiterait la mobilisation des graisses. Or, au cours de I’obésité, on assiste a une
dérégulation de la lipolyse adipocytaire et plus spécifiquement a une diminution de la lipolyse stimulée au
cours du jetine et de ’exercice physique (Large et al., 1999). Actuellement, un des mécanismes proposé
pour expliquer cette dérégulation est une augmentation de I’activation des récepteurs a-adrénergiques
(inhibiteurs) aux dépens des B-adrénergiques (stimulateurs) (Mauriege et al., 1991; Reynisdottir et al.,
1994). Compte tenu des résultats obtenus au cours de nos expérimentations réalisées dans ces conditions
de lipolyse stimulée, I’activation du SEC au cours de I’obésité pourrait également constituer un mécanisme
a I’origine de la moindre sensibilité¢ du TA aux catécholamines. Nos données suggerent que ce mécanisme
impliquerait 1’activation de la voie de signalisation Akt avec comme conséquence une diminution de la
concentration intracellulaire en AMPc. Néanmoins, un effet direct de 1’activation des récepteurs CBR sur
la régulation de I’AMPc ne peut étre exclu puisqu’il est bien connu que les récepteurs CBR sont couplés
aux protéines G inhibitrices régulant négativement 1’adénylate cyclase et donc la production d’AMPc.
Ainsi, il semblerait que I’activation du SEC dans ces conditions soit plutot favorable a un maintien des
graisses dans le TA et donc au stockage et a I’expansion du tissu (Figure 66). En accord avec cette
hypothese, I’observation d’une augmentation de la sécrétion d’adiponectine par le TA est en faveur d’un
effet pro-adipogénique.
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Figure 66 : Mécanisme d’action hypothétique des CB1R sur la lipolyse adipocytaire en situation de
jetne.

En période de jelne, situation au cours de laquelle la faible insulinémie est associée a une lipolyse
élevée, ’activation des CB1R conduit a une stimulation de la voie Akt-dépendante et par consequent de la
PDE 3B conduisant a une diminution des concentrations intracellulaires en AMPc. La production
d’AMPc pouvant également étre réduite via l’inhibition de [’adénylate cyclase (AC) par les protéines Gi
couplées aux CBL1R. Il en résulte un ralentissement de la lipolyse adipocytaire et un relargage d’AGL
favorisant ainsi le stockage et [’expansion du TA.

L’inhibition de I’activité lipolytique induite par 1’activation des CB1R a été mise en évidence en situation
de faible insulinémie c¢’est-a-dire lorsque les voies de signalisation insulinique sont peu actives. On peut
supposer que les effets observés dans ces conditions s’appliquent également au TA insulinorésistant dans
lequel les voies de signalisation insuliniques ne sont plus efficacement activées par I’insuline. Ainsi, chez
la souris obése, I’hyperactivation endogéne du SEC pourrait par ce mécanisme favoriser le stockage des

lipides au sein du TA.

E. L’activation du SEC modifie également I’activité lipolytique dans le TA
humain

Par la suite, nous avons cherché a transposer les résultats obtenus sur le TAV de souris au TA humain. Pour
cela, un protocole (Annexe C) a été redigé et déposé au Comité de Protection de Personnes (CPP)
permettant d’obtenir des prélévements de TAV et TASC sur des hommes sains d’IMC<30. Aprés
acceptation du protocole, des expérimentations similaires a celles réalisées sur des explants de TAV de rat
ont été réalisées sur du TA humain afin de mesurer la production de glycérol dans le surnageant suite a une

stimulation par I’AEA dans différentes conditions de culture (Cf. Matériel & Méthodes 111, C).
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1) Mise au point des traitements

Dans un premier temps, la sensibilité des explants de TAV et TASC a la noradrénaline et a I’insuline a été
déterminée. Ainsi, les deux types de tissus ont été exposés a des concentrations croissantes en noradrénaline
(0;10; 100 ;1000 nM) et en insuline (0 ; 100 ; 250 ; 500 nM).

a. Dose réponse a la noradrénaline

La courbe dose-réponse a la noradrénaline révéle une augmentation significative de la production de
glycérol pour la plus forte concentration testée (1uM) uniquement pour les deux tissus (Figure 67). On
peut également noter que la stimulation de la lipolyse est beaucoup plus importante pour le TAV que pour
le TASC pour cette concentration (production de glycérol +550% contre +250% en moyenne
respectivement). Ainsi, la concentration de 1uM a été retenue pour la suite des expérimentations.
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Figure 67 : Dose réponse a la noradrénaline d’explants de TAV ou TASC humain sur la production de
glycérol.

Les explants ont été traités pendant 1h par des concentrations croissantes en noradrénaline (NA ; 0 ;
10 ; 100 ; 1000 nM). La production de glycérol a été mesurée dans le surnageant a la fin de la période
d’incubation. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n=3/groupe) et représentent le % de
variation par rapport au basal (NA OnM). Les différences statistiques par rapport au basal (NA OnM)
sont symbolisées par * P<0,05 ;****P<(,0001

b. Dose réponse a ’insuline

Concernant la dose réponse a I’insuline en présence d’une stimulation noradrénergique de 1uM, le TAV
répond significativement aux trois doses d’insuline testées a en juger par la diminution de production de
glycérol observée (Figure 68). Le TASC apparait, quant a lui, moins sensible a I’action de I’hormone et

voit sa production de glycérol significativement diminuée uniquement pour la concentration de 500nM.
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Figure 68 : Dose réponse a l'insuline d’explants de TAV ou TASC humain sur la production de
glycérol.

Les explants ont été traités pendant 1h par des concentrations croissantes en insuline (INS ; 0 ; 100 ;
250 ; 500 nM) en présence d’une stimulation noradrénergique (1uM). La production de glycérol a été
mesurée dans le surnageant a la fin de la période d’incubation. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM (n=3/groupe) et représentent le % de variation par rapport au basal (INS 0 nM). Les différences
statistiques par rapport au basal (INS 0nM) sont symbolisées par * P<0,05 ;**P<0,01 ;***P<0,001

Compte tenu des résultats obtenus sur le TAV de souris, montrant que les effets de I’activation du SEC sont
dépendants de la présence ou non d’insuline et compte tenu de la variabilité de la sensibilité a I’insuline des
explants de TA provenant des patients, les trois doses testées ont été retenues afin de se placer dans des

conditions d’insulinémie variables au cours des expérimentations.

2) L’activation du SEC dans le TAV et le TASC humain _conduit a une
dérégulation de la lipolyse adipocytaire

L’effet de I’activation du SEC sur la production de glycérol a été testé au cours d’une stimulation
noradrénergique de 1puM en présence des concentrations croissantes d’insuline préalablement validées.
Lorsque les explants de TA sont incubés sans insuline, le traitement a I’AEA conduit a une diminution
significative de la production de glycérol par rapport au véhicule a la fois dans le TAV et dans le TASC
(Figure 69). Lorsque I’insuline est ajoutée dans le milieu de culture, on observe cette fois une augmentation
de la production de glycérol suite au traitement par 1’agoniste en comparaison au véhicule uniquement pour
les concentrations de 250 et 500 nM pour les deux dépbts adipeux (Figure 69). Ces résultats suggerent
donc, comme précédemment observé in vitro dans des explants de TAV de rat, qu’en absence d’insuline,
soit une situation favorable a la mobilisation de graisses, I’activation du SEC conduit a une inhibition de la
lipolyse. A D’inverse, au cours d’une situation favorable au stockage, ou I’insulinémie est élevée,
I’activation du SEC entraine une augmentation de la lipolyse adipocytaire. Une altération de la voie de
signalisation insulinique pourrait étre a 1’origine de ces dérégulations de facon similaire & ce qui a été

observé chez le rat. Néanmoins des etudes complémentaires sont nécessaires pour confirmer cette
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hypothese. Il est également important de noter que ces effets sont observés quel que soit le type de TA
considéré.

Au final, ces expérimentations préliminaires menées sur les explants de TA humain suggerent que les
résultats obtenus chez le rat sont transposables a I’Homme. Ainsi, les hypothéses proposées concernant
I’implication du SEC du TA dans la mise en place des dérégulations métaboliques liées a 1’obésité
pourraient également s’appliquer et justifier le développement de stratégies thérapeutiques visant a limiter

le tonus endocannabinoide dans cet organe.
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Fiqure 69 : L’AEA conduit a une dérégulation de la lipolyse dans le TAV et le TASC.

Les explants ont été traités pendant 1h par des concentrations croissantes en insuline (INS ; 0 ; 100 ;
250 ; 500 nM) en présence ou non d’AEA (SuM) au cours d'une stimulation noradrénergique (NA 1uM).
La production de glycérol a été mesurée dans le surnageant a la fin de la période d’incubation. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n= 4) et représentent le % de variation par rapport au
stimulé (NA).Les différences statistiques par rapport au stimulé (NA) sont symbolisées par
* P<0,05 ;**P<0,01.

F. Conclusion : ’activation des CB1R du TA conduit a une dérégulation
de la lipolyse

L’ensemble de ces résultats suggere que les CBIR du TA sont impliqués dans la mise en place des
altérations du métabolisme glucido-lipidique liées a 1’obésité et de ce fait pourraient constituer une cible
thérapeutique intéressante. En effet, nous avons montré, a la fois dans le TA murin et humain, que
I’activation du SEC conduit a une dérégulation de la lipolyse adipocytaire dont les conséquences sont
dépendantes du statut métabolique (Figure 70). Alors que I’activation des CBIR conduit a une inhibition
de la lipolyse lorsque I’insulinémie est faible comme c’est le cas au cours du jeline (favorable au stockage
et donc a I’expansion du TA), leur activation lorsque que I’insulinémie est élevée (i.e. période
postprandiale) conduit a une stimulation de la lipolyse et par conséquent au relargage d’AGL. Ces effets

semblent dépendre, au moins en partie, d’une interaction entre les CBIR et la voie de signalisation
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PI3K/Akt li¢e a I’insuline. Dans ce sens, une interaction physique entre le récepteur a I’insuline et les CBIR
a ’origine d’une baisse de la signalisation insulinique sous-jacente a été décrite dans d’autres tissus et
pourrait &tre un des mécanismes impliqués (Kim et al., 2012).

En somme, le SEC du TA pourrait étre un acteur majeur dans la mise en place de la résistance a 1’insuline
au sein méme de cet organe et ainsi exercer indirectement des effets déléteres sur les tissus periphériques
dont le foie via I’afflux d’AGL généré. La mise en évidence d’une boucle de régulation négative impliquant
le FGF21 visant a normaliser la lipolyse illustre I’interrelation entre le TAV et le foie. En réponse aux AGL
et/ou a I’accumulation de TG, on assiste a une augmentation de 1’expression et de la sécrétion du facteur
FGF21 sans doute dépendante de 1’activation des facteurs de transcription CREBH et PPARo. Il en résulte
une diminution de I’activité lipolytique du TA et par conséquent une réduction du flux d’AGL vers le foie.
Nos données suggerent que cette boucle de régulation entre le foie et le TA est bien initiée par les AGL
issus de la lipolyse puisque 1’expression du FGF21 n’est pas ou peu stimulée lorsque les CB1R du foie sont
activés directement. Le role du SEC dans le fonctionnement de cette boucle de régulation négative reste
néanmoins a étudier dans un modéle d’obésité pour lequel une résistance a 1’action du FGF21 a été
suggérée.

Dans notre étude, nous avons également montré que, lorsque la voie de signalisation insulinique est peu
active dans les adipocytes comme c’est le cas en période de jelne, I’activation des CB1R provoque une
diminution de la lipolyse. En transposant ces résultats a la souris obese ayant développé une
insulinorésistance, il est possible de suggérer que dans ces conditions, 1’¢lévation du tonus
endocannabinoide favorise le stockage des lipides et ’expansion du TA, comme il I’a déja été suggéré par

plusieurs études (Cota et al., 2003; Matias et al., 2006; Pagano et al., 2007; Teixeira et al., 2010).

Au final, ’hyperactivité du SEC dans le TA, via son impact sur la lipolyse, peut étre considérée comme un
événement participant a 1’installation de la résistance a I’insuline au cours du développement de 1’obésité
puis & terme, favorisant I’expansion du tissu en partie en limitant la mobilisation des AGL lorsque
I’insulinorésistance est établie.

Ainsi, I’inactivation des CB1R du TA semble étre une stratégie intéressante pour limiter les effets déléteres
liés a une dérégulation de lipolyse au cours de I’obésité. C’est ce que nous nous sommes proposés d’étudier

dans la derniere partie de cette these.
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Figure 70 : Hypothése concernant les effets de I’activation du SEC dans différentes situations
nutritionnelles et physiopathologiques.

Alors que ’activation des CBIR conduit a une mobilisation des AGL lorsque la voie Akt est fortement
activée comme c’est le cas en situation postprandiale, leur activation conduit a un effet inverse, ¢ est-a-
dire une inhibition de la lipolyse en faveur d 'une expansion du TA lorsque la voie Akt est faiblement
active voire inactive (jetne ou insulinorésistance).

II. Etude des conséquences de l’inactivation du SEC sur la

lipolyse adipocytaire

Les données de la littérature et les résultats précédents suggerent que l’augmentation du tonus
endocannabinoide participe a la dérégulation de la lipolyse adipocytaire associée a 1’obésité. En effet, nous
avons démontré que lorsque la signalisation insulinique est faible, comme c’est le cas au cours du jedne,
I’activation du SEC stimule la voie Akt-dépendante favorisant ainsi le stockage des lipides et 1’expansion
du TA.

Ces conditions expérimentales peuvent étre assimilées a 1’état d’obésité au cours duquel sont associ€s un
tonus endocannabinoide ¢élevé et une faible activité des voies de signalisation insuliniques du fait d’une

résistance périphérique a I’insuline
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Ainsi, nous avons émis 1’hypothése selon laquelle I’inactivation des CBIR pourrait limiter les effets pro-
adipogéniques du SEC liés a I’activation des voies de signalisation insuliniques en période de jeline et au

contraire favoriser la lipolyse.

A. Effets du blocage des CB1R par le Rimonabant sur la lipolyse chez la
souris obese

Pour tester cette hypothése, nous avons tout d’abord utilisé le modéle de souris rendue obese et résistante
a I’insuline par I’administration d’un régime hyperlipidique a base de lard et dont le TAV présente une
augmentation du tonus endocannabinoide (Figure 35A). L’activité lipolytique a été mesurée aprés le
blocage des CB1R par injection de Rimonabant ou d’AM6545 (Cf. Mateériel & Méthodes IV, D, 3)

Le Rimonabant est un agoniste inverse spécifique des CB1R ce qui implique qu’en plus d’antagoniser
I’action des ECs sur les récepteurs, il a également la capacité d’induire une transduction du signal opposée
a celles des ECs (MacLennan et al., 1998).

L’AMG6545 est, quant a lui, une antagoniste neutre spécifique des CBIR dépourvu d’effets centraux du fait
de ses capacités limitées a franchir la barriére hémato-encéphalique (Tam et al., 2010)

Quel que soit I’antagoniste utilisé, la concentration plasmatique de glycérol est rapidement augmentée au
cours du temps traduisant une activation de la lipolyse (Figure 71). Ces observations sont en accord avec
les travaux de Herling et al. et Mglhgj et al. qui suggerent également une augmentation de la production
d’AGL et de glycérol suite a un traitement aigu par le Rimonabant (Herling et al., 2008; Mglhgj et al.,
2010).
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Figure 71 : Le blocage des récepteurs CB1R conduit @ une augmentation de la lipolyse chez la souris
obese.

Des souris obéses a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de véhicule (VEH), de Rimonabant
(RIMO ; 10 mg/kg) ou d’AM6545 (10 mg/kg). La concentration en glycérol plasmatique a été mesurée au
cours du temps (0 ; 15 ; 30 ; 45 min) a partir du sang collecte a la veine de la queue des animaux. Les
résultats sont exprimés en moyenne = SEM (n=5 VEH ; n=5 RIMO ; n=4 AM6545) et représentent le %
de variation par rapport a t=0min. Les différences statistiques par rapport au t=0 min sont symbolisées
par *P<0,05 ou**P<0,01 pour I’AM6545 et ##P<0,01 ou ###P<0,001 pour le RIMO.
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L’analyse par western-blot du TAV préleveé sur des souris obéses traitées par le Rimonabant pendant 15 min
montre 1’absence de modifications de I’activité de la voie de signalisation insulinique (Figure 72) suggérant

ainsi I’existence d’un autre mécanisme de régulation que celui induit par I’AEA.
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Figure 72 : Le Rimonabant ne modifie pas Uactivité de I’Akt dans le TAV de souris.

Des souris obeses a jeun 6h ont été soumises a une injection de véhicule (VEH) ou de Rimonabant
(RIMO ; 10 mg/kg). A t=15 min, TAV a été récupéré afin de mesurer te taux de phosphorylation d’Akt
par Western Blotting. Les immunoblots accompagnés des analyses densitométriques représentent les
niveaux de phosphorylations de ['Akt sur les résidus S473 et T308. . Les résultats sont exprimés en
moyenne = SEM (n=5/groupe).

Une augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc consécutive a une activation de I’adénylate
cyclase par les protéines Gs couplés aux CBIR pourrait étre un mécanisme a I’origine de 1’augmentation
de la lipolyse adipocytaire. En effet, des expériences menées en collaboration avec une équipe du CSGA
de Dijon? sur des cellules HEK-293 (Cf. matériel & Méthodes 111, F) et en accord avec des études réalisées
par Huang et collaborateurs sur des cellules HUVEC (Huang et al., 2010), montrent que le Rimonabant

augmente de maniére dose-dépendante la concentration intracellulaire en AMPc (Figure 73).

! Equipe Perception de la flaveur ; Centre des Sciences du Goiit et de I’Alimentation (CSGA)- UMR Université de Bourgogne
- CNRS 6265 - INRA 1324 - Directeur du Centre : Lionel Bretillon / Responsable d’Equipe : Loic Briand / Responsable

expérimentation : Anne-Marie Lebon/ Technicienne : Christine Belloir
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Figure 73 : Le Rimonabant augmente la concentration intracellulaire en AMPc et contrecarre leffet
inhibiteur de I’AEA.
Des cellules HEK293T/17 exprimant le récepteur CB1R par transfection transitoire ont été prétraitées
pendant 10 min par la forskoline (FSK, 1uM). A t=10min, les cellules ont été traitées pendant 20 min
avec de I’AEA (10 uM) et en présence de concentrations croissantes en Rimonabant (RIMO ; 0-100 pM).
La concentration en AMPc a été déterminée par mesure du signal lumineux. Les résultats sont exprimés
en % de réponse par rapport au signal a t=10 min (FSK)

Néanmoins, dans notre modele d’étude in vivo, nous n’avons pas observé de différence de concentration

intracellulaire en AMPc dans le TAV de souris obeses traitées par le Rimonabant en comparaison aux souris

traitées par le véhicule (Figure 74) alors que dans un mod¢le d’explants de TAV de rat obése, une

augmentation de la concentration en AMPc similaire a celle induite par la forskoline a été observée suite

au traitement par 1’antagoniste (Figure 75). Ceci suggere que, dans notre modéle in vivo, les conditions

utilisées ne sont probablement pas adaptées a la mise en évidence d’une augmentation significative de la

concentration en AMPc dans le TA.
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Figure 74 : Contenu intracellulaire en AMPc dans le TAV de souris traitées par le Rimonabant.
Des souris obéses a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de véhicule (VEH) ou de Rimonabant
(RIMO ; 10 mg/kg). A t=15 min, le TAV a été récupére afin de mesurer le contenu intracellulaire en
AMPc. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n=5/groupe).
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Fiqure 75 : Le traitement d’explants de TAV de rat obése par le Rimonabant augmente le contenu
intracellulaire en AMPc.

Des explants de TAV de rat ont été traités pendant 15 min par le véhicule (VEH), la forskoline (FSK

10 uM) ou le Rimonabant (RIMO ; 1uM) en vue de mesurer le contenu intracellulaire en AMPc. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=4/groupe) Les différences statistiques par rapport au VEH

sont symbolisées par *P<0,05 ; **P<0,01.

Parallélement, nous avons évalué I’effet du Rimonabant sur la lipolyse chez des souris contrdles présentant
un tonus endocannabinoide faible et I’avons comparé a celui observe chez les souris obéses (Cf. Matériel
& Meéthodes 1V, C, 4). Les résultats montrent que chez les souris contrdles, la production de glycérol est
également augmentée par le Rimonabant mais de fagcon beaucoup moins marquée que chez les souris obeses
(Figure 76). Ceci suggere que 1’effet du Rimonabant sur la lipolyse est plus important lorsque le tonus

endocannabinoide est élevé.
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Figure 76 : Le blocage des réecepteurs CB1R par le Rimonabant conduit a une stimulation de la
lipolyse plus importante chez les souris obéses que chez les souris controles.

Des souris controles (STD) ou obéses (HFD) a jeun 6h ont été soumises & une injection i.p. de
Rimonabant (RIMO ; 10 mg/kg). La concentration en glycérol plasmatique a été mesurée au cours du
temps (0 ; 15 ; 30 ; 45 ; 90 min) a partir du sang collecté a la veine de la queue des animaux. Les
résultats sont exprimés en moyenne = SEM (n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport a
t=0 min sont symbolisées par *P<0,05 ;**P<0,01 pour le STD et #P<0,05 ;##tP<0,001 pour le HFD.

Il est intéressant de noter que I’augmentation de la production de glycérol induite par le Rimonabant
s’accompagne dans le méme temps et dans des proportions comparables d’une augmentation de la glycémie
a la fois chez les souris controles et obeéses (Figure 77). Ces observations sont en accord avec les travaux
de Bermudez-Silva et al. qui montrent qu’un traitement aigu au Rimonabant conduit & une intolérance au
glucose (Bermudez-Silva et al., 2016). Les auteurs suggérent que 1’augmentation de la glycémie induite par
I’antagoniste CB1R est consécutive a une diminution de la sécrétion d’insuline sans que la sensibilité a
I’insuline périphérique ne soit affectée. Dans nos expériences, nous avons €galement mis en évidence une
diminution transitoire de I’insulinémie 15 min apres le traitement par le Rimonabant uniquement chez les
souris obéses (Figure 77). L’absence d’effet chez les souris contrbles pourrait étre dd a la sensibilité du kit
de dosage ne permettant pas de détecter cette diminution chez des animaux présentant déja une faible

insulinémie basale.
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Figure 77 : Le blocage des CBIR par le Rimonabant diminue ’insulinémie de maniére précoce chez
les souris obéses.

Des souris contréles (STD) ou obeses (HFD) a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de
Rimonabant (10 mg/kg). La glycémie et l'insulinémie ont été mesurées au cours du temps (0 ; 15; 30 ;
45 ; 90 min) a partir du sang collecté a la veine de la queue des animaux. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM (n=5/groupe). Les différences statistiques par rapport a t=0 min sont symbolisees par
**P<0,01 pour le STD et #P<0,05 ;##P<0,01 ;###P<0,001 pour le HFD.

Ainsi, il est probable que I’augmentation de la lipolyse adipocytaire induite par le Rimonabant chez les
souris obéses soit la conséquence d’une baisse de sécrétion d’insuline. Néanmoins, le fait que les effets du
traitement sur la glycémie soient comparables entre les souris contréles et obéses (Figure 77) alors que
ceux concernant la lipolyse sont plus marqués chez les souris obeses (Figure 76), suggére gue la production

de glycérol pourrait également étre stimulée par une action directe du Rimonabant sur les CB1R du TA.

B. Effets du blocage des CB1R par le Rimonabant sur la lipolyse sur le
modéle d’explants de TAV de rat

Nous avons ensuite réalisé des expérimentations in vitro sur explants de TAV de rat dans le but d’étudier
les conséquences directes de I’inactivation des CB1R sur le TA (Cf. Matériel & Méthodes 111, A, 3). Afin
de mimer les dérégulations métaboliques rencontrées au cours de 1’obésité (signalisation insulinique faible
et tonus endocannabinoide élevé), les explants de TAV de rat ont été pré-incubés en présence d’AEA et
cultivés dans un milieu dépourvu d’insuline. La production de glycérol a ensuite été mesurée apres 1h de
traitement par le Rimonabant toujours en présence d’AEA.

Comme démontré préecédemment (Figure 56), le traitement a I’AEA (en absence d’insuline) conduit a une
diminution de la production de glycérol (Figure 78). Néanmoins, I’effet inhibiteur de I’AEA est contrecarré
lorsque le Rimonabant est ajouté au milieu de culture (Figure 78). Ceci démontre que le Rimonabant est
capable d’exercer un effet activateur direct sur la lipolyse probablement via son action compétitive envers
I’AEA limitant 1’activation des CBIR. Replacé dans un contexte physiologique, ces résultats suggerent
que, lorsque le TA est sujet a un tonus endocannabinoide élevé, 1’antagonisme des CBIR stimule ’activité

lipolytique adipocytaire favorisant ainsi le déstockage des graisses.
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Figure 78 : Le traitement d’explants de TAV de rat par le Rimonabant contrecarre effet inhibiteur de
I’AEA.

Des explants de TAV de rat ont été traités pendant 1h par le véhicule (VEH), I’ AEA (5 uM) ou par un co-
traitement AEA (5uM) + Rimonabant (RIMO ; 1uM) en présence d 'une stimulation noradrénergique
(NA ; 1 uM). La production de glycérol a été mesurée dans le surnageant apres 1h de traitement. Les

résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=4/groupe) et représentent le % de variation par rapport au

stimulé (NA). Les différences statistiques par rapport au stimulé (NA) sont symbolisées par
*P<0,05 ;**P<0,01 ;***<0,001.

C. Conclusion : le blocage des CB1R du TA conduit a une stimulation de
la lipolyse favorable a une amélioration du métabolisme glucido-
lipidique

Finalement, ces données préliminaires obtenues dans un contexte d’hyperactivit¢t du SEC et
d’insulinorésistance, suggerent, comme illustré sur la figure 79, que le blocage des CB1R est favorable a
une mobilisation des AGL probablement dépendante d’une augmentation du pool intracellulaire d’AMPc.
Puisque nous n’avons pas observé de diminution d’activité de la voie Akt qui aurait pu étre 1’origine d’une
moindre dégradation de I’AMPc, il est possible de suggérer, dans nos conditions, que le blocage des CB1R
par le Rimonabant conduise a 1’activation de 1’adénylate cyclase via le recrutement de protéines G
stimulatrices. Dans une situation physiologique, nous avons également montré que 1’activation des CB1R
en situation postprandiale est également favorable a une mobilisation des AGL. Néanmoins les
conséquences métaboliques de ces deux situations ne sont pas les mémes. Alors que la mobilisation des
AGL consécutive a I’activation des CB1R est associée a des effets délétéres tels que des dépdts ectopiques
dans les organes périphériques comme le foie, celle induite par le Rimonabant serait benéfique pour
I’organisme dans un contexte d’obésité. En effet, en étant associée a une augmentation du catabolisme des
lipides dans les organes périphériques, la stimulation de la lipolyse serait, dans ce cas, favorable a une

réduction de la masse grasse.
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Figure 79 : Hypothése concernant les effets de ’inactivation du SEC au cours de I’obésité.
Dans un contexte d’hyperactivité du SEC et d’insulinorésistance, le blocage des CBIR est favorable a
une mobilisation des AGL et a leur utilisation par les organes périphériques tels que le foie.
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L’ensemble de ce travail montre, comme illustré Figure 80, que I’activation des CB1R du TA, en stimulant
la lipolyse en période postprandiale et en 1’inhibant en période de jeline, s’oppose aux signaux régulant
physiologiquement le métabolisme énergétique adipocytaire en agissant notamment sur la voie de
signalisation liée a I’insuline. Néanmoins, d’autres voies régulatrices de la lipolyse nécessiteraient
également d’étre étudiées, comme AMPK et ERK d’autant que des interactions entre ces voies et le SEC
ont déja été mises en évidence (Eckardt et al., 2009; Jourdan et al., 2012). Quoi qu’il en soit,
I’hyperactivation du SEC, telle qu’elle intervient dans certaines situations nutritionnelles, pourrait
participer a I’installation de la résistance a I’insuline dans le TA et avoir des conseéquences a long terme sur
I’ensemble de I’organisme. L’utilisation de souris invalidées spécifiquement pour les CB1R dans les
adipocytes serait d’un grand intérét pour préciser 1’implication du SEC adipocytaire dans le déclenchement
de la résistance a I’insuline lors d’un challenge hyperlipidique.

En ce sens, une étude tres récente utilisant ce modele montre, qu’au cours d’un challenge hyperlipidique,
ces souris présentent a la fois une augmentation de la lipolyse stimulée et une amélioration des parametres
métaboliques en comparaison avec les animaux sauvages. Ces résultats suggérent que 1’absence de CB1R
dans les adipocytes favorise la mobilisation des graisses et leur utilisation par les tissus oxydatifs tels que
le foie et le muscle (Azuaet al., 2017). En accord avec ces résultats, les travaux issus de cette these associés
a ceux de la littérature suggérent que I’inactivation du SEC favorise la mobilisation des AGL du TA et leur
utilisation par les tissus périphériques, deux évenements qui, lorsqu’ils interviennent conjointement, sont
bénéfiques pour I’organisme (Figure 80). Nos résultats préliminaires semblent indiquer que les
mécanismes a 1’origine de I’augmentation de la lipolyse qui accompagnent le blocage des CB1R sont
indépendants de la voie de signalisation insulinique.

Notre objectif principal est maintenant de caractériser d’une part, les voies de signalisation concernées et
d’autre part, de déterminer les conséquences de I’inactivation des CBIR présents sur les nombreux
macrophages ayant infiltré le TA au cours de 1’obésité. Il conviendra en particulier de distinguer le role
joué par les CB1R des adipocytes et ceux des macrophages dans les mécanismes de régulation de la
lipolyse. Dans ce contexte, il a ét¢ montré dans d’autres tissus le role délétere des CB1R macrophagiques
dans le développement du DT2 (Jourdan et al., 2017a). Alors que les CB1R présents sur les cellules de
Kuppfer du foie seraient impliqués dans la mise en place de la résistance a 1’insuline au cours de I’obésité
(Jourdan et al., 2017b), les CB1R des macrophages ayant infiltré les il6ts pancréatiques, en activant le NIrp3

inflammasome, seraient en partie responsables d’une perte de la masse des cellules  (Jourdan et al., 2013).
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Figure 80 : Hypothéses genérale concernant le réle des CB1R du tissu adipeux sur la lipolyse et
conséquences sur le métabolisme hépatique

Dans ce travail, nous avons également montré que la stimulation de la lipolyse induite par I’activation du
SEC dans le TA conduit a la mise en place d’une boucle de régulation négative dans le foie dépendante du
FGF21 visant a limiter la mobilisation d’AGL par le TA. Il serait maintenant intéressant d’étudier la
fonctionnalité de cette boucle au cours de 1’obésité et de déterminer 1’éventuelle implication du SEC. Des
résultats préliminaires obtenus in vivo montrent que la lipolyse adipocytaire est beaucoup plus importante
chez des souris obéses malgré une forte concentration plasmatique en FGF21. Les souris obéses présentant
un tonus endocannabinoide élevé, il parait intéressant de vérifier si le SEC joue un réle dans 1’installation
d’une résistance au FGF21. Pour répondre a cette question, des approches in vitro sur des explants de TA
provenant d’animaux sains et obeses seront développées afin d’évaluer les effets de 1’activation des CB1R
sur la sensibilité au FGF21. Les mécanismes impliqués pouvant étre liés a I’inflammation du TA, ils seront
parallelement étudiés sur le modele de souris invalidées pour les CB1R spécifiqguement dans les cellules

myéloides.

Ces travaux et la littérature actuelle suggerent un rdle majeur du SEC et en particulier des CB1R du TA
dans les altérations métaboliques associées a 1’obésité. Les travaux récents réalisés par Ruiz de Azua et al.,
montrent que les souris deficientes pour le récepteur CB1R spécifiquement dans le TA sont résistantes a

I’obésité induite par un régime hyperlipidique. Les auteurs démontrent que le phénotype sain observe chez
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ces animaux est la conséquence d’un remodelage du TA avec une diminution des adipocytes blancs et du
stockage associée a une augmentation des adipocytes bruns et de la thermogenese (Azua et al., 2017).

Cibler les CB1R présents sur les tissus périphériques par des antagonistes semble étre une stratégie
thérapeutique intéressante largement soutenue par la communauté scientifique. Dans cet objectif, une
Collaboration a été établie avec I’ EA1155 « Chimie Médicinale et Drug Discovery » 1ICiMed de la Faculté
de Pharmacie de Nantes (Professeur Jean-Michel Robert) visant & développer et caractériser de nouveaux
agents anti-obésité a action antagoniste des CB1R périphériques. Ce travail collaboratif est a I’origine d’un
dépot de brevet?. Des travaux préliminaires réalisés au laboratoire montrent qu’un composé présentant une
activité agoniste-inverse sur les CBIR et s’accumulant de mani¢re importante dans le TA, exerce des effets
lipolytiques puissants lorsqu’il est testé sur des explants. Ainsi, nous envisageons également de regarder si
cette augmentation de la lipolyse existe in vivo et si elle est associée a un catabolisme plus important des
acides gras dans les tissus périphériques. De plus, 1’étude des conséquences de I’inactivation des CB1R
dans des explants de TAV et de TASC humain provenant de patients obeses, insulinorésistants et/ou

diabétiques constitue également une des perspectives a ces travaux.

2 1,4-di(4-méthylthio-phényl)-3-phtaloylazétidine-2-one et ses dérivés. Brevet francais concernant le développement et la
caractérisation de nouveaux agents anti-obésité antagonistes des récepteurs aux endocannabinoides CB1R périphériques
enregistré sous le N° W0O2017050990 - 2017-03-30. JM Robert, S Troy-Fioramonti, L Demizieux et P Degrace.
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I. Animaux et régimes

Les réglementations officielles Francaises relatives a I'utilisation et I'entretien des animaux de laboratoire
(n°87848) ont été respectées pendant la période expérimentale. Le protocole expérimental a été approuvé
par le comité d’éthique locale concernant I'expérimentation animale (n°BX0622).

Les expérimentations in vivo ont été réalisées sur des souris méales de souche C57BL/6J agées de 15
semaines (JanvierLabs, Le Genest Saint Isle, France), des souris males déficientes pour le récepteur CB1R
(CB1R™, généreusement fournies par Dr. James Pickel, National Institute of Mental Health, Bethesda,
MD). Les animaux ont été répartis en cages individuelles dans une piece thermorégulée (21-22°C) avec un
éclairage jour/nuit 12/12h et avec un libre acces a un régime standard A04 sous forme de bouchons (Safe,
Augy, France) (Annexe A) ainsi qu’a I’eau de boisson.

Enfin, des souris C57BL/6J ont également été soumises a un régime alimentaire hyperlipidique contenant
34% de lipides sous forme de lard et représentant 60% d’énergie métabolisable Sniff (Soest, Allemagne)
durant 20 semaines (Annexe B). Apres la période de régime, seules les souris présentant un surpoids et une
résistance a I’insuline ont été retenues pour la suite de I'étude.

La plupart des expérimentations in vitro menées sur les explants de TA péri-épididymaire ont été réalisées
a partir du TA provenant de rats Wistar (JanvierLabs, Le Genest Saint Isle, France) de 250-300g répartis et
nourris dans les mémes conditions que les souris. Certaines expérimentations in vitro ont également été
réalisées sur des explants de TA péri-épididymaire et des explants de foie provenant de souris sauvages ou
CB1R™.

Il. Reéactifs

Tous les reactifs et drogues utilisés au cours des différentes expériences proviennent de chez Sigma Aldrich
(Saint-Quentin-Fallavier, France) a 1’exception du JZL195 (Bio-Techne, Lille, France), de I’insuline
humaine (Actrapid®, Novo Nordisk, La Défense, France) et du Rimonabant (SR141716, Sanofi Aventis,
Paris, France).

D’autre part le milieu DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's medium) + glutamax contenant 4,5 g/L de D-
Glucose, le Sérum de Veeu Feetal (SVF, référence 26140-79) et la solution saline équilibrée de Hank’s
(Hank’s Balanced Sodium Salt, HBSS) avec ou sans calcium et magnésium proviennent de chez Thermo
Fisher Scientific (Illkirch, France). Le poudre permettant la préparation du milieu DMEM/Nutrient Mixture
F-12 Ham provient quant a elle de chez Sigma Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).
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1. Expérimentations in vitro

L’ensemble des expérimentations réalisées sur le TA du rat ou de la souris ont été effectuées a partir du TA

péri-épididymaire qui sera considéré comme du TAV par opposition au TASC.

A. Explants de TAV de rat

Suite a un jelne de 6h, les rats ont été anesthésiés au pentobarbital sodique a raison de 50 mg/kg. Apres
prélevement, le TAV a rapidement été découpé en petits morceaux d’environ 10 mg. Les explants ont
ensuite été rincés avec du milieu de culture complet (DMEM/Nutrient Mixture F-12 Ham supplémenté en
albumine serique bovine (Bovine Serum Albumin, BSA) 1% et en bicarbonate de sodium 0,12%) oxygéné
et thermostaté a 37°C.

Les explants ont été répartis dans des plaques de culture de 12 puits a raison de 50-100 mg/puits et pré-
incubés 30 minutes a 37°C dans 1 mL de ce méme milieu sous atmosphére contrdlée (95% air et 5% CO»)
et sous légere agitation. Différents traitements ont été réalisés en vue d’étudier les conséquences de

I’activation et/ou 1’inactivation des récepteurs CB1R sur la lipolyse adipocytaire.

1) Traitement des explants de TAV par ’AEA
a. Mesure de activité lipolytique

Les explants ont éte incubés pendant 1h en présence ou non d’un agent lipolytique, la noradrénaline (1 pM)
ayant pour effet de stimuler la lipolyse, d’un agent antilipolytique, 1’insuline (0 ou 1nM) et de 1’agoniste
des CBR, I’AEA (5 uM) ou de véhicule (DMSO 0,1%, Tween 0,025%). A la fin de cette periode
d’incubation, le surnageant a été récupéré en vue de doser les AGL et le glycérol libéré dans le surnageant

grace aux kits colorimétriques.

b. Mesure de la production d’adiponectine

La sécrétion d’adiponectine dans le surnageant des explants a été déterminée aprées avoir incubé les explants
pendant 3h en présence d’AEA (5uM) ou de véhicule (DiMéthylSulfOxide (DMSO) 0,1%, Tween 0,025%).
A la fin de cette période d’incubation, le surnageant a été récupéré en vue de doser I’adiponectine par la

méthode d’immunoadsorption par enzyme liee (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA)

c. Analyse des voies de signalisation régulant la lipolyse

Pour I’¢tude des voies de signalisation, les explants ont été incubés durant des périodes plus courtes allant

de 5 & 15 min en présence ou non d’un agent lipolytique, la noradrénaline (1 uM) ou la forskoline (10 uM),
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ayant pour effet de stimuler la lipolyse, d’un agent antilipolytique, 1’insuline (0 ou 1nM), inhibant la
lipolyse, d’AEA (5 uM) ou de véhicule (DMSO 0,1%, Tween 0,025%). A la fin de la période d’incubation,
les explants ont été récupéres, laves et congelés dans 1’azote liquide puis stockés a -80°C en vue de mesurer
la concentration intracellulaire en AMPc grace a un test ELISA ou de réaliser une analyse protéique par
Western Blot.

2) Traitement des explants de TAV par le JZL195
a. Mesure du tonus endocannabinoide

Les explants ont été incubés en présence d’un inhibiteur des enzymes FAAH et MAGL dégradant les
endocannabinoides, le JZL195 (10 uM) ou de véhicule (DMSO 0,1%, Tween 0,025%) pendant 3h. A la fin
de cette période d’incubation, les explants ont été récupérés en vue de mesurer le tonus endocannabinoide

par spectrométrie de masse.

b. Mesure de activité lipolytique

Les explants ont été incubés en présence ou non d’un agent lipolytique, la noradrénaline (1 puM) et de
JZL195 (10 uM) ou de véhicule (DMSO 0,1%, Tween 0,025%) pendant 3h afin de permettre ’action de
I’inhibiteur sur les enzymes et I’accumulation d’ECs dans les cellules. A la fin de cette période d’incubation,
le surnageant a été récupéré en vue de doser le glycérol libéré dans le surnageant grace a un Kit

colorimétrique.

3) Traitement des explants de TAV par le Rimonabant
a. Mesure de activité lipolytique

Les explants ont été incubés pendant 1h en présence ou non d’un agent lipolytique, la noradrénaline (1 uM),
de I’agoniste des CBR, d’AEA (5 uM) ou de Rimonabant (1uM) ou de véhicule (DMSO 0,1%, Tween
0,025%). A la fin de cette période d’incubation, le surnageant a été récupéré en vue de doser le glycérol

libéré dans le surnageant grace a un kit colorimétrique.

b. Mesure du contenu intracellulaire en AMPc

Les explants ont été incubés pendant 15 min en présence de forskoline (10 uM), de Rimonabant (1 uM) ou
de véhicule (DMSO 0,1%, Tween 0,025%). A la fin de la période d’incubation, les explants ont été
récupérés, lavés et congelés dans 1’azote liquide puis stockés a -80°C en vue de mesurer la concentration

intracellulaire en AMPc grace a un test ELISA.
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B. Explants de TAV de souris

Le TAV de souris sauvages ou CB1R™ (i jeun 6h) a été prélevé afin de réaliser une culture d’explants. Afin
de comparer I’activité lipolytique basale du TA des souris sauvages et CBIR™", les explants, préparés de la
méme maniere que ceux issus du rat, ont été incubés pendant 1h en absence de stimulation noradrénergique
et d’insuline. A la fin de cette période d’incubation, le surnageant a été récupéré en vue de doser le glycérol

libéré dans le surnageant grace a un kit colorimétrique.

C. Explants de TAV et TASC humain

Les TAV et TASC ont été prélevés sur des sujets volontaires de sexe masculin sains (sans cancers,
pathologies inflammatoires chroniques, infections) et normo-pondérés (IMC moyen de 24,5 compris entre
20 et 26,1) et de moyenne d’age 48 ans suite a des chirurgies digestives par ccelioscopie ou éventration. Le
protocole d’étude a été approuvé par le CPP (Annexe C).

Une fois prélevés, les tissus ont été conservés dans le méme milieu de culture complet que les explants de
TA de rat (DMEM/Nutrient Mixture F-12 Ham supplémenté en albumine bovine sérique (BSA) 1% et en
bicarbonate de sodium 0,12%) oxygéné et maintenu a température ambiante et rapidement transportés au
laboratoire afin d’étre immédiatement utilisés. Les explants ont été découpés en petits morceaux d’environ
10 mg et pré-incubés 30 min dans du milieu de culture complet a 37°C sous atmosphére contrélée (95% air
et 5% CO») et sous agitation.

Apres la période de pré-incubation, les explants ont été rincés avec le milieu de culture et répartis dans des
plaques de 12 puits puis incubés dans les mémes conditions durant 1h en présence de 800 pL de milieu
additionné des différents traitements. A la fin de cette période d’incubation, le surnageant a été récupéré en
vue de doser le glycérol libéré dans le surnageant.

Des etudes de dose-réponse a I’insuline et a la noradrénaline ont été réalisées afin d’évaluer la sensibilité
des deux types de tissus. Ainsi, des doses croissantes : 0 ; 10 ; 100 ou 1000 nM pour la noradrénaline et 0 ;
100 ; 250 ; 500 nM pour I’insuline ont été testées.

Pour la suite des expérimentations, les effets de 1’activation du SEC sur la lipolyse ont ét¢ étudiés en

utilisant ’AEA (5uM), en présence de noradrénaline et avec ou sans insuline.

D. Explants de foie de souris

Le foie des souris a été perfusé in situ, sous anesthésie, avec du HBSS avec calcium et magnésium (HBSS™)

(pH 7.,4) saturé en oxygene et maintenu a 4°C afin d’éliminer le sang contenu dans 1'organe avant
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prélevement. Une fois préleve, le foie est tranché en utilisant un slicer Brendel/Vitron (Tucson, AZ, USA)
dans le méme tampon froid.

Les explants de foie (environ 200 pum) sont ensuite rincés puis pré-incubées 30 min a 37°C sous atmosphére
controlée (95% air et 5% COy) et sous légére agitation dans du milieu de culture complet (DMEM +
Glutamax contenant 4,5 g/L de D-Glucose et oxygéné et supplémenté en SVF 10% et cocktail
d'antibiotiques antifongiques 1%). Les explants sont ensuite distribués dans des plaques de 6 puits (6-7
explants par puits) contenant 4 ml du milieu de culture complet auquel a été ajouté I’inhibiteur de la
dégradation des ECs, le JZL195 (1 ou 10 uM) ou le véhicule (DMSO 0,1%, Tween 0,025%). Les plaques
sont ensuite incubées dans les mémes conditions durant 2 ou 4h. A la fin de la période d’incubation, les
explants sont récupérés, pesés et immeédiatement congelés dans de 1’azote liquide en vue de réaliser un

dosage des ECs par spectrométrie de masse ou une analyse de 1’expression génique.

E. Culture cellulaire sur HepG2

La lignée cellulaire provient de I’American Type Culture Collection (ATCC). Il s’agit de cellules en lignée
continue adhérentes en culture issues d’un hépatome prélevé sur un enfant de 11 ans.

Les cellules HepG2 ont été cultivées en monocouche dans des flasques de 25 cm? (F25) a raison de 10°
cellules/flacon dans du milieu de culture complet (DMEM + Glutamax contenant 4,5g/L de D-Glucose
supplémenté en SVF 10%) et entretenues a 37°C avec 5% de CO2 dans un incubateur saturé en humidité.
Les cellules ont été repiquées une fois par semaine. Pour cela, la couche cellulaire a été rincée avec de
I’HBSS" sans calcium ni magnésium puis les cellules ont été décrochées du flacon par ajout de 1 mL de
trypsine/Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA), ou 1X durant 5 min & 37°C. L’action de la trypsine a
ensuite été stoppee par ajout de 2 mL de milieu de culture complet et la suspension cellulaire a été
centrifugée pendant 7 min a 120g. Le culot cellulaire a été repris et homogénéisé dans 10 mL de milieu de
culture complet avant d’étre passé a la seringue (21Gx2’’ (0,8x50mm)) une dizaine de fois afin de bien
individualiser les cellules. Un volume aliquot de cette suspension cellulaire a été prélevé afin de réaliser un
comptage cellulaire. Enfin, les cellules ont été ensemencées dans de nouveaux flacons a une densité de 10°
cellules dans 4 mL de milieu de culture complet. Ce milieu a été changé tous les deux jours. Les traitements
de cellules ont été realisés 5 jours apres le repiquage de cellules. Pour cela, le surnageant a été éliminé a la
pipette, les cellules ont été rincés deux fois avec du HBSS. Les cellules ont ensuite été incubées dans les
mémes conditions durant 2 ou 4h dans 4 mL de milieu de culture complet additionné de JZL195 (1 ou
10 uM) ou de véhicule (DMSO 0,1%, Tween 0,025%).

A la fin de la période d’incubation, le surnageant a été éliminé et la couche cellulaire a été rincée deux fois

avec du tampon phosphate salin (Phosphate Buffer Salt, PBS) froid.
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Pour le dosage des ECs, apres les lavages au PBS, la couche cellulaire a été récupérée par grattage
dans 2 mL de PBS froid. Le flacon a ensuite été lavé avec 2 mL de PBS froid pour récupérer toutes les
cellules La suspension cellulaire a été centrifugée pendant 7 min a 120g a 4°C. Le surnageant a été éliminé
et le culot a été repris dans 1 mL de PBS froid. Apres homogénéisation, un volume aliquot de 50uL a été
prélevé de la suspension cellulaire et additionné de tampon de lyse RIPA (50 mM Tris pH 8, 150 mM NacCl,
1% Triton X-100, 0,5% sodium deoxycholate, 0,1% de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) additionné d’un
cocktail d’inhibiteurs de protéases 1% et de phosphatases 1%) en vue de réaliser un dosage protéique. Le
restant de la suspension cellulaire a quant a lui été centrifuge pendant 7 min a 120g a 4°C en vue de
récupeérer les cellules sur lesquelles vont étre dosés les ECs par spectrométrie de masse.

Pour I’extraction d’ARN, les cellules ont été lavées deux fois au PBS froid puis la couche cellulaire
a été la recouverte de 1mL de Tri-Reagent froid pendant quelques 5 minutes. Le lysat a ensuite été récupéré

et congelé a -80°C.

F. Cellules HEK293T/17 — GloSensor™ cAMP Assay

Les cellules HEK293T/17 (Human Embryonic Kidney) ont été utilisées pour réaliser les études de
GloSensor™ cAMP Assay. Ces cellules adhérentes dérivent de la lignée HEK293 et ont été immortalisées
par transfection de ’antigene T du virus SV40.

La technique du GloSensor™ cAMP Assay a ¢été utilisée afin de tester le pouvoir antagoniste/agoniste
inverse de molécules sur les récepteurs CB1R. Elle s’applique a la lignée cellulaire HEK293T/17, co-
transfectée par un plasmide codant pour le géne rapporteur luciférase dont I’expression est dépendante d’un
senseur AMPc (pGloSensorTM-22F cAMP plasmid luciferase reporteur, Promega, Charbonniéeres-les-
Bains, France) et un plasmide codant pour le récepteur couplé aux protéines G (RCPG), le récepteur CB1R.
Cette technique permet de déterminer I’activité des récepteurs GPCR via une mesure de la concentration
intracellulaire en AMPc. Le plasmide codant pour une protéine de fusion entre le domaine de liaison a
I’AMPc et une forme mutante de la luciférase permet la génération de lumiére proportionnelle a la quantité
d’AMPc.

Cette étude a été menée en collaboration avec 1’équipe Perception de la flaveur ; Centre des Sciences du
Goit et de I’ Alimentation (CSGA) - UMR Université de Bourgogne - CNRS 6265 - INRA 1324 — Directeur
du Centre : Lionel Bretillon / Responsable d’Equipe : Loic Briand / Responsable expérimentation : Anne-

Marie Lebon/ Technicienne : Christine Belloir
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1) Transfection de plasmide

Dans un premier temps, les cellules ont été transfectées par le plasmide pcDNA3.1-mCB1 permettent
I’expression des récepteurs CB1R dans les cellules et par le plasmide pGloSensor™ permettant I’expression
du biosenseur a I’AMPc. Les cellules HEK293T/17 ont été cultivées dans du milieu de culture complet
(DMEM contenant 4,5 g/L de D-Glucose, 4mM de L-Glutamine et 1mM pyruvate de sodium supplémenté
en SVF 10%) et ensemencées a raison de 30 000 cellules par puits en plaque 96 puits blanche Poly-D-
Lysine pendant 24h. A 24h, les cellules ont été transfectées avec les plasmides pcDNA3.1-mCB1(50 ng) et
pGloSensorTM-22F cAMP (100 ng) avec ou sans toxine pertussique (Pertussis Toxin X, PTX) en utilisant
le kit Fugene HD (Promega, Charbonnieres-les-Bains, France) en vue d’étudier la variation de la
concentration en AMPc par la technique GloSensor™ cAMP Assay (Promega, Charbonniéres-les-Bains,

France) suite au traitement des cellules par des antagonistes des CB1R.

2) Traitement des cellules

Au temps t=0, les cellules sont prétraitées par la forskoline (1 uM) afin d’augmenter le niveau basal
d’AMPc intracellulaire. Une cinétique est réalisée pendant 10 min. Au temps t=10 min, les cellules sont
traitées par I’AEA (10 uM) et en présence de concentrations croissantes en Rimonabant (0 ; 0,1; 1; 10;
30; 100; 300 nMet 1; 10; 100 uM). Une cinétique est réalisée pendant 20 min. Le signal lumineux
mesuré en RLU est rapporté en % au signal lu a t=10 min (FSK 1uM).
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V. EXxpérimentations animales in vivo

A. Activation aigiie du SEC par injection i.p. d’AEA
1) Activation aigie du SEC et tonus endocannabinoide

Des souris sauvages, soumises a un je(ne de 6h, ont recu une injection i.p. d’AEA (10 mg/kg). Trois souris
par temps (0 ; 5; 15; 30 et 60 min) ont été sacrifiées et les tissus (TAV, foie, cerveau) ont été prélevés en
vue de réaliser une analyse cinétiqgue du tonus endocannabinoide par spectrométrie de masse. La

température rectale des souris a également été mesurée sur chaque souris avant sacrifice (Figure 81).

0 5 15 30 60

1 i T T T T Temps (mln)
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Figure 81 : Protocole expérimental d’activation aigiie du SEC
De souris sauvages a jeun 6h ont été soumises a injection i.p. d’AEA (10 mg/kg) en vue de réaliser une
analyse cinétique de la température rectale et du contenu en EC dans les tissus (TAV, foie, cerveau) a
t=0, 5, 15, 30 et 60 min.

2) Activation aigiie du SEC en présence d’une stimulation f-adrénergique

Des souris sauvages et/ou CB1R™, soumises & un jedine de 6h, ont recu une injection i.p. d’AEA (10 mg/kg)
ou du véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl 0,9%) suivie, quinze minutes plus tard, d’une
injection d’un agoniste spécifique des récepteurs B3, le BRL 37344 (5 mg/kg) en présence ou non d’insuline
(0,25 ou 0,5 Ul/kg). Des prélevements sanguins ont été réalisés a la veine de la queue des animaux,
directement dans des tubes contenant de I’EDTA (Sarstedt, Niimbrecht, Allemagne), avant la premiere
injection (temps 0 min) et aux temps 15, 30, 45 minutes aprés la premiére injection, en vue de réaliser une

cinétique du glycérol grace au dosage par kit colorimétrique (Figure 82).
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Figure 82 : Protocole expérimental d’activation aigiie du SEC en présence d’une stimulation f3-
adrénergique
Des souris sauvages et/ou CB1R” & jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. d’4EA ou de véhicule
(10 mg/kg) en presence de BRL37344 (10 mg/kg) avec ou sans insuline (0,25 ou 0,5 Ul/kg) en vue de
réaliser une analyse cinétique du glycérol plasmatique.
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3) Activation aigie du SEC au cours de différentes situations
nutritionnelles
a. Apres un jedne de 24h

Des souris sauvages, soumises a un jelne de 24h, ont recu une injection i.p. d’AEA (10 mg/kg) ou du
vehicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl 0,9%). Des prélevements sanguins ont été réalisés a la
veine de la queue des animaux, directement dans des tubes contenant de I’EDTA (Sarstedt, Numbrecht,
Allemagne), avant 1’injection de la drogue (temps 0 min) et aux temps 15, 30, 45 et 90 minutes apres
I’injection de la drogue, en vue de réaliser une cinétique du glycérol grace au dosage par kit colorimétrique

(Figure 83).
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Figure 83 : Protocole expérimental d’activation aigiie du SEC aprés un jelne de 24h
De souris sauvages & jeun 24h ont été soumises a une injection i.p. d’AEA ou de véhicule (10 mg/kg) en
vue de réaliser une analyse cinétique du glycérol plasmatique.

b. Aprés un jeline de 6h

Dans un premier temps, des souris sauvages, soumises a un jelne de 6h, ont recu une injection i.p. d’AEA
(10 mg/kg) ou du véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl 0,9%). Des prélevements sanguins ont
été réalisés a la veine de la queue des animaux, directement dans des tubes contenant de ’EDTA (Sarstedt,
Nimbrecht, Allemagne), avant I’injection de la drogue (temps 0 min) et aux temps 15, 30, 45 et 90 minutes
apres I’injection de la drogue, en vue de réaliser une cinétique du glycérol grace au dosage par kit
colorimetrique. La glycémie au cours du temps a également été évaluée a I’aide d’un glucométre My Life
PuraTM (Ypsomed, Paris, France) (Figure 84).

Dans un deuxieme temps, aprés environ une semaine de récupération, ces mémes souris sont & nouveau
mises a jeun pendant 6h puis soumises au méme traitement. Les souris sont alors sacrifiées au temps t=15
min apres I’injection et le TAV est prélevé en vue de mesurer la concentration intracellulaire en AMPc

grace a un test ELISA ou de réaliser une analyse protéique par Western Blot (Figure 84).
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Figure 84 : Protocole expérimental d’activation aigiie du SEC aprés un jeiine de 6h
De souris sauvages a jeun 24h ont été soumises a une injection i.p. d’AEA ou de véhicule (10 mg/kg) en
vue de réaliser une analyse cinétique du glycérol plasmatique et une analyse des voies de signalisation
régulant la lipolyse a t=15 min.

Cc. Au cours d’une charge en glucose

Dans un premier temps, des souris sauvages ou CB1R™, soumises & un jedine de 24h, ont recu une injection
i.p. d’AEA (10 mg/kg) ou du véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl 0,9%) suivie, quinze minutes
plus tard, d’une injection de glucose (2g/kg). Des prélévements sanguins ont été réalisés a la veine de la
queue des animaux, directement dans des tubes contenant de ’EDTA (Sarstedt, Niimbrecht, Allemagne),
avant I’injection d’AEA ou de véhicule (temps -15 min) et aux temps 0, 15, 30, 75 minutes apreés I’injection
de glucose, en vue de réaliser une cinétique du glycérol, des AGL grace au dosage par Kit colorimétrique,
une cinétique de I’insuline grace au dosage par ELISA. La glycémie au cours du temps a également été
évaluée a I’aide d’un glucométre My Life PuraTM (Ypsomed, Paris, France) (Figure 85).

Dans un deuxiéme temps, aprés environ une semaine de récupération, ces mémes souris sont a nouveau
mises & jeun pendant 24h puis soumises au méme traitement. Les souris sont alors sacrifiées au temps t=15
min apres I’injection de glucose et le TAV est prélevé en vue de mesurer la concentration intracellulaire en

AMPc grace a un test ELISA ou de réaliser une analyse protéique par Western Blot (Figure 85).

156



Matériel & Méthodes

Souris sauvage ou CB1R-/-

. aj 24 .

} } } } »Temps (min) ——+——+—» Temps (min)
-15 0 15 30 75 -15 0 15

/ |\ | 1 1 Prélevement sanguin / X » Prélévement du TAV

i.p. AEA/VEH ; i.p. AEA/VEH ;
?10 ma/k) i.p. glucose (2 g/kg) - . 10 morke) i.p. glucose (2 g/kg)
Glycémie, Dosage glycérol, Western blot, Dosage
AGL, insuline, TG AMPc

Figure 85 : Protocole expérimental d’activation aigiie du SEC au cours d’une charge en glucose
Des souris sauvages ou CB1R™ & jeun 24h ont été soumises & une injection i.p. d’AEA ou de véhicule
(10 mg/kg) et de glucose (2 g/kg) en vue de réaliser une analyse cinétique des paramétres plasmatiques et
une analyse des voies de signalisation régulant la lipolyse a t=15 min.

d. Au cours d’une charge en insuline

Des souris sauvages, soumises a un jeine de 24h, ont regu une premiére injection i.p. d’AEA (10 mg/kg)
ou du véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl 0,9%) combinée a une charge en insuline (0,5
Ul/kg) suivie, trente minutes plus tard, d’une seconde injection i.p. d’AEA (10 mg/kg) ou du véhicule (0,1%
DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl 0,9%). Les souris sont sacrifiées au temps t=90 min apres la premiére
injection afin de récupérer le foie pour une analyse du contenu hépatique en lipides totaux et en triglycérides

et une analyse de I’expression génique (Figure 86)
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Figure 86 : Protocole expérimental d’activation aigiie du SEC au cours d’une charge en insuline
Des souris sauvages a jeun 24h ont été soumises a une injection i.p. d’4AEA ou de véhicule (10 mg/kg) et
d’insuline (0,5 Ul/kg) en vue de réaliser une analyse du contenu hépatique en lipides totaux et
triglycérides et une analyse de [’expression genique a t=90 min.
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B. Activation prolongée du SEC par injection i.p. de JZL195
1) Activation prolongée du SEC et tonus endocannabinoide

Des souris sauvages, soumises a un jelne de 6h, ont recu une injection i.p. de JZL195 (20 mg/kg) (un
inhibiteur des enzymes dégradant les ECs, I’AEA et le 2-AG) ou de véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween
80, NaCl 0,9%) pendant 3h. Au bout des 3h de traitement, les tissus (TAV, foie, cerveau) ont été prélevés
afin de réaliser une culture d’explants de TAV. Au bout des 3h, les animaux ont été sacrifiés et les tissus
(TAV, foie, cerveau) ont été prélevés en vue de réaliser une analyse cinétique du tonus endocannabinoide
par spectrométrie de masse. La température rectale des souris a également été mesurée au cours du temps

sur chaque souris (Figure 87).
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Figure 87 : Protocole expérimental d’activation prolongée du SEC
Des souris sauvages a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de JZL195 ou de véhicule (20 mg/kg)
pendant 3h apres un jelne de 6h en vue de réaliser une mesure de la température rectale au cours du
temps et un dosage des EC dans les tissus (TAV, foie et cerveau) a t=3h.

W ==

2) Activation prolongée du SEC pendant 3h
a. Apres un jedne de 6h

Afin d’étudier les conséquences d’une activation prolongée du SEC sur le métabolisme glucido-lipidique,
des souris sauvages, soumises a un jetine de 6h, ont recu une injection en i.p. de JZL195 (20 mg/kg) ou de
véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl 0,9%) au temps 0 (t=0 min). Des prélévements
plasmatiques ont été réalisés toutes les heures jusqu’au sacrifice des animaux au temps 3h (t=3h) afin
d’étudier les effets de I’activation du SEC sur I’activité lipolytique du TA. Au bout des 3h de traitement, le
TAV a été prélevé afin de réaliser une culture d’explants de TAV. Les explants ont ét¢ mis en culture
pendant 1h dans du milieu de culture complet (en absence de traitement) afin de déterminer 1’activité

lipolytique post-traitement in vivo par le JZL195 en comparaison au véhicule (Figure 88).
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Figure 88 : Protocole expérimental d’activation prolongée du SEC pendant 3h aprés un je(ne de 6h

Des souris sauvages a jeun 6h par injection i.p. de JZL195 ou de véhicule (20 mg/kg) pendant 3h en vue

de réaliser analyse cinétique du glycérol plasmatique, une culture d’explants de TAV et une analyse de
[’expression génique a t=3h.

Dans une seconde expérience, d’autres souris sauvages a jeun 6h ont recu une injection i.p. de JZL195
(20 mg/kg) au temps O (t=0 min). Trois souris par temps (0 ; 30 ; 60 ; 120 et 180 min) ont été sacrifiées et
le TAV et le foie ont été prélevés en vue de réaliser une analyse cinétique des voies de signalisation régulant
la lipolyse par Western Blot (Figure 89).
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Figure 89 : Protocole expérimental d’activation prolongée du SEC pendant 3h apres un jeQne de 6h
Des souris sauvages a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de JZL195 ou de véhicule (20 mg/kg)
pendant 3h en vue de réaliser une analyse du contenu hépatique en TG, une analyse cinétique des voies

de signalisation régulant la lipolyse et un dosage des EC dans le TAV a t=0, 30,60,120 et 180 min.

b. Aprés un jeline de 24h

Des souris sauvages, soumises a un jetne de 24h, ont recu une injection i.p. de JZL195 (20 mg/kg) ou de
véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl 0,9%) au temps 0 (t=0 min). Des prélevements
plasmatiques ont été réalisés toutes les heures jusqu’au sacrifice des animaux au temps 3h (t=3h) afin

d’étudier les effets de 1’activation du SEC sur ’activité lipolytique du TAV (Figure 90).
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Figure 90 : Protocole expérimental d’activation prolongée du SEC pendant 3h aprés un jeiine de 24h
Des souris sauvages a jeun 24h ont été soumises a une injection i.p. de JZL195 ou de véhicule (20 mg/kg)
pendant 3h en vue de réaliser analyse cinétique du glycérol plasmatique.

3) Activation prolongée du SEC pendant 6h

Afin d’étudier les conséquences d’une activation prolongée du SEC sur le métabolisme hépatique, une
cinétique plus longue de 6h a été réalisée. Pour cela, des souris contrdles ou obeses, soumises a un jeline
de 6h, ont recu une injection i.p. de JZL195 (20 mg/kg) ou de véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80,
NaCl 0,9%) combinée ou non a une injection de Rimonabant (10 mg/kg) pendant 6h. Au bout des 6h de
traitement, du sang a été prélevé a la veine cave des animaux afin de mesurer le glycérol, les AGL, le B-
hydroxybutyrate et le FGF21 plasmatique. De plus, le TAV et le foie ont été prélevés en vue de réaliser un
dosage des ECs, une analyse de 1’expression génique et un dosage du contenu hépatique en triglycérides.
Au cours de cette expérience de plus longue durée, les animaux ayant recus une injection de JZL195 ont
été comparés a un groupe d’animaux controle afin de s’affranchir d’éventuels effets occasionnés par la

durée du jelne (Figure 91).

» Temps (h)

1 1 L
1 1 1
0 2 4 6
Souris contrile
ou obése /
a jeun 6h
Prélévement foie et TAV Prélévement sang
i.p. JZL195/VEH i l
(20 mg/kg)
+ Rimonabant Dosage ECs Dosage glycérol, AGL,
(10 mg/kg) Expression génique B-hydroxybutyrate et FGF21

Contenu hépatique en TG

Figure 91 : Protocole expérimental d’activation prolongée du SEC pendant 6h aprés un je(ne de 6h
Des souris sauvages ou obeses a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de JZL195 ou de véhicule
(20 mg/kg) combinée a une injection ou non de Rimonabant (10mg/kg) pendant 6h en vue de réaliser
analyse des parametres plasmatiques, un dosage des ECs, une analyse de I’expression génique et une
analyse du contenu hépatique en triglycérides a t=6h.
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C. Inactivation du SEC chez la souris controle ou obese
1) Test de tolérance a linsuline

Les souris sous régime standard (STD) ou hyperlipidique (HFD), soumises a un jeline de 6h, ont recu une
injection i.p. d’insuline humaine (Actrapid, 0,5 Ul/kg). La glycémie a été mesurée directement sur le sang
collecté a la veine de la queue des animaux avec un glucomeétre My Life PuraTM (Ypsomed, Paris, France)
aux différents temps (0, 15, 30, 45, 60 min).

2) Régime hyperlipidigue et hyperactivité du SEC

A la fin de la période du régime hyperlipidique de 20 semaines (Cf. Matériel & Méthodes 1), les souris
ont été sacrifiées et les tissus (TAV, foie, cerveau) ont été prélevés afin de mesurer le tonus
endocannabinoide par spectrométrie de masse et une analyse de I’expression génique par PCR en temps
réel

3) Blocage des CBIR par le Rimonabant ou I’AM6545 chez la souris obese

Dans un premier temps, des souris obéses, soumises a un jene de 6h, ont recu une injection i.p. de
Rimonabant (10 mg/kg), d’AM6545 (10mg/kg) ou du véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl
0,9%). Des prélevements sanguins ont été réalisés a la veine de la queue des animaux, directement dans des
tubes contenant de ’EDTA (Sarstedt, Niimbrecht, Allemagne), avant I’injection de la drogue (temps 0 min)
et aux temps 15, 30, 45 minutes apres I’injection de la drogue en vue de réaliser une cinétique du glycérol
grace au dosage par kit colorimétrique (Figure 92).

Dans un deuxieme temps, aprés environ une semaine de récupération, ces mémes souris sont a nouveau
mises a jeun pendant 6h puis soumises a une nouvelle injection i.p. de Rimonabant (10 mg/kg) ou du
véhicule (0,1% DMSO, 0,025% Tween 80, NaCl 0,9%). Les souris sont alors sacrifiées au temps t=15 min
apres I’injection et le TAV est prélevé en vue de mesurer la concentration intracellulaire en AMPc gréce a

un test ELISA ou de réaliser une analyse protéique par Western Blot (Figure 92).
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Figure 92 : Protocole expérimental d’inactivation du SEC par le Rimonabant ou I’AM6545
Des souris sauvages a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de Rimonabant, d’AM6545 ou de
véhicule (10 mg/kg) en vue de réaliser une analyse cinétique du glycérol plasmatique et une analyse des
voies de signalisation régulant la lipolyse a t=15 min.

4) Blocage des CB1R par le Rimonabant chez la souris contrdle et obéese

Des souris contrdles sous régime standard (STD) ou obeses sous régime hyperlipidique (HFD), soumises a
un jelne de 6h, ont recu une injection i.p. de Rimonabant (10 mg/kg) ou du véhicule (0,1% DMSO, 0,025%
Tween 80, NaCl 0,9%). Des prélévements sanguins ont été realisés a la veine de la queue des animaux,
directement dans des tubes contenant de I’EDTA (Sarstedt, Niimbrecht, Allemagne), avant 1’injection
(temps 0 min) et aux temps 15, 30, 45 et 90 minutes apres 1’injection en vue de réaliser une cinétique du
glycérol gréce au dosage par kit colorimétrique et une cinétique de I’insuline grace au dosage par test
ELISA. La glycémie au cours du temps a également été évaluée a I’aide d’un glucometre My Life PuraTM

(Ypsomed, Paris, France) (Figure 93).
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Figure 93 : Protocole expérimental d’inactivation du SEC chez la souris contréle ou obése
Des souris contréles ou obéses a jeun 6h ont été soumises a une injection i.p. de Rimonabant, ou de
véhicule (10 mg/kg) aprés un jedne de 6h a des souris contréles ou obeses en vue de réaliser analyse
cinétique des parameétres plasmatiques.
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V. Dosages colorimétriques

Les différents parameétres ont ensuite été estimés grace a 1’utilisation de kits commerciaux: glycérol FS,

NEFA FS et TG FS (DiaSys, Condom, France).

A. Dosages sur plasma

Le glycerol libre, les AGL ainsi que les TG plasmatiques ont été déterminés sur le plasma récupeéré apres
centrifugation du sang récupéré a la veine de la queue des animaux pendant 10 min a 6500g, 4°C.

Pour le dosage du glycérol, 10uL de plasma ont été additionnés de 150uL de réactif et incubés 5 min a
37°C. La densité optique a été lue a 500 nm.

Pour le dosage des TG, 5uL de plasma ont été additionnés de 100uL de réactif et incubés 5 min a 37°C en
vue de réaliser la lecture densitométrique a 500 nm.

Enfin, pour le dosage des AGL, 5 uL de plasma ont été additionnés de 200uL du réactif 1 et incubés 5 min
a 37°C. Aprés une premiére lecture d’absorbance A1 a 546 nm, S0uL du réactif 2 ont été ajoutés dans les
puits et incubés 10 min a 37°C suivie d’une seconde lecture d’absorbance A2 a été réalisée a 546 nm. Le

bruit de fond mesuré par la densité optique Al a ensuite été retranché de la densité optique A2.

B. Dosages sur surnageant d’explants de TA

Le glycérol libre ainsi que les AGL ont également été dosés dans le surnageant d’explants de TA a la fin
de la période d’incubation en vue d’estimer ’activité lipolytique du tissu.

Apres une courte centrifugation de 1 min a 6500qg, le surnageant a été utilisé pour le dosage du glycérol ou
des AGL. Les protocoles de dosage utilisés (volume de réactif, incubation, longueur d’onde) sont les mémes
que ceux utilisés pour le plasma a 1’exception du volume de surnageant utilisé qui a été de 50 puL pour les

deux dosages.

C. Dosages sur tissus

Le contenu hépatique en TG a été estimé par un dosage colorimétrique suite a I’extraction des lipides totaux
du foie. Pour cela, les lipides totaux ont été extraits en présence d’un mélange méthylal/methanol (4:1).
Ainsi, environ 50 mg de foie ont été homogénéisés dans 500uL de CH3zOH a I’aide d’un broyeur a billes
(BioSpec Products, Bartlesville, Etats-Unis). L’homogénat a ensuite été transféré dans un tube en verre
(sovirel) et additionné de ImL de CH3OH et de 6 mL de méthylal. Apres avoir éte homogénéises au vortex,
les homogénats ont été incubés 1h a température ambiante afin de permettre 1’extraction des lipides par les
solvants. Aprés la période d’incubation, les extraits ont été homogénéisés au vortex et centrifugés pendant

10 min a 3000g, 16°C. Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube en verre et une partie aliquote
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de cette fraction a subi un traitement permettant le dosage colorimétrique en milieu aqueux. Pour cela, une
fraction de 2mL (des homogénats de foie de souris contréles) ou 200 pL (des homogénats de souris obeses)
a été évaporée a sec sous un flux d’azote et repris dans 1mL de CHCl3 2% Triton X-100. Aprés une seconde
évaporation sous flux d’azote, les lipides ont enfin été solubilisés dans 1 mL d’eau.

Le dosage colorimétrique a été réalisé a 1’aide du kit TG FS (DiaSys, Condom, France) sur 10 pL de cet
extrait lipidique en présence de 200 pL de réactif. Aprés une incubation de 10 min & 37°C, la densité optique
a été lue a 500 nm.

VI. Dosages par test ELISA

A. Dosage de I’AMPc dans des homogenats de TA

La quantité intracellulaire en AMPc a été évaluée par un ELISA compétitif en utilisant le kit CAMP
Complete ELISA (Enzo Life Science, Villeurbanne, France).

Suivant les instructions du fournisseur, les morceaux de tissus ont ét¢é homogénéisés dans de 1’acide
chlorhydrique (0,1M) gréce a un broyeur a billes (BioSpec Products, Bartlesville, Etats-Unis) a raison
d’ImL d’acide pour 100 mg de tissu. Les homogénats ont ensuite été centrifugés deux fois pendant 10 min
a 800g 4°C afin de clarifier le lysat. Une étape d’acétylation des échantillons a ensuite été realisée sur
I’homogénat afin d’augmenter la sensibilité de la mesure en suivant les instructions fournies par le kit. La

concentration en AMPc a été normalisée par la masse des explants de TA.

B. Dosage de I’adiponectine dans le surnageant d’explants de TA

La sécrétion d’adiponectine dans le surnageant a été évaluée par un ELISA en utilisant le kit AssayMax
Rat Adiponectin ELISA kit (Euromedex, Souffelweyersheim, France).

Le surnageant d’explants de TA traités pendant 3h par le véhicule ou I’AEA a été récupéré et dilué au 1/10
dans du diluant fourni par le kit. Le dosage de I’adiponectine a été réalisé en suivant les instructions fournies
par le kit. La concentration en adiponectine dans le surnageant a été normalisée par la masse des explants
de TA.

C. Dosage de I’insuline et du FGF21 plasmatique

Les dosages plasmatiques de I’insuline et du FG21 ont été réalisé grace aux kits Ultrasensitive mouse Elisa
kit (Eurobio, Les Ulis, France) et Mouse/rat FGF 21 Quantikine ELISA (BioTechne, Lille, France)
respectivement. Apres centrifugation du sang pendant 10 min a 6500g, 4°C, 5uL de plasma pur ou 50uL
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de plasma dilué au %2 par un diluant fourni par le kit ont été utilisés pour determiner la concentration

plasmatique en insuline et FGF21 respectivement.

VII. Dosage des ECs par spectrometrie de masse

Le dosage des ECs a été réalisé sur cellules (HepG2), tissus apres mise en culture (explants de foie et
explants de TAV) ou frais aprés sacrifice des animaux (TAV, foie, cerveau). Pour le cerveau, tous les
dosages ont été réalisés sur la méme partie du cerveau obtenue par coupe sagittale et par retrait du cortex
préfrontal, du cervelet et du tronc cérébral. Ainsi la partie conservée est principalement composée du
thalamus, hypothalamus, amygdale, hippocampe, corps calleux.

Les cellules ou tissus ont été homogénéisés a 1’aide d’un broyeur a billes (BioSpec Products, Bartlesville,
Etats-Unis) dans 500uL de CH3OH/Tris (50mM, pH 8) 1:1 contenant 11,2 ng d’un standard deutéré : le d*-
anandamide. Les homogénats ont ensuite €té transférés dans des tubes en verre (Sovirel) et additionnés
d’un mélange CHCI3/CH3OH 1:1 et de 500uL de Tris (50 mM, pH 8), homogénéisés au vortex et
centrifugés 10 min, 3000g, -2°C. La phase organique inférieure a été récupérée par double pipetage et la
phase aqueuse supérieure a été extraite une seconde fois avec ImL de CHClIs. Les extraits ont été combines
et séchés sous un flux d’azote puis resolubilisés dans 120 pLL de CHCls.

Les protéines ont ensuite été précipitées avec 2 mL d’acétone pendant 30 min a -20°C puis les échantillons
ont été centrifugés pendant 10 min, 3000g, -2°C.

Le surnageant a ¢t¢ délicatement transféré dans de nouveaux tubes et séché sous un flux d’azote et
finalement repris dans 200uL de CH3OH puis injecté dans une colonne 1200 LC couplée & un spectrometre
de masse 6460-QqQ MS/MS équipé d’une source ESI (Agilent technologies). La séparation a été réalisée
grace a une colonne Zorbax SB-C18 2.1x50 mm, 1.8 um (Agilent technologies) avec un débit de 0,25
mL/min, 40°C et un gradient linéaire de solvant A (0,1% acide formique/H20) et solvant B (0,1% acide
formique/CH3OH) de la maniére suivante : 10% de B pendant 1 min jusqu’a 85% de B en 8 min puis
maintenu a 100% pendant 4-5 min.

L’acquisition a été réalisée dans un mode SRM (Single Reaction Monitoring) positif (température de la
source 350°C, débit du nébulisateur 10mL/min, 40 psi, débit de la gaine de gaz 10L/min, température
400°C, capillaire 4000 V, jet 1000V)

Les transitions utilisées sont les suivantes : 2-AG 379.1-91 (frag 120V, CE 62V), AEA-d4 352.2—66
(frag 115V, CE 14V), AEA 348.2—62 (frag 120V, CE 14V), OEA-d4 330.2—66 (frag 120V, CE 14V),
OEA 326.2—62 (frag 115V, CE 14V) et PEA 300.2—62 (frag 124V, CE 14V). Les ECs ont été quantifiés
par la méthode de la dilution isotopique en utilisant des standard deutérés. Les résultats sont exprimés en

pmol/g de tissu pour les tissus ou pmol/mg de protéines pour les cellules.
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VIIl. Extraction de proteines et Western-blotting

Les échantillons de TA congelés ont ét¢ homogénéisés a I’aide d’un broyeur a billes (BioSpec Products,
Bartlesville, Etats-Unis) dans 200uL dans du tampon de lyse RIPA complet (50 mM Tris pH 8, 150 mM
NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% sodium deoxycholate, 0,1% SDS additionné d’un cocktail d’inhibiteurs de
protéases 1% et de phosphatases 1%). Les extraits ont ensuite été incubés sur glace pendant 45 min puis
centrifugés deux fois pendant a 15000g pendant 20 min 4°C afin de clarifier le lysat protéique du dép6t de
graisses. Tout au long de I’extraction, les échantillons ont été rigoureusement conservés sur glace.

La concentration en protéines a ensuite été estimée par la méthode BCA (acide bicinchonique) et 25ug de
protéines additionnées de tampon de charge (Tris-HCI 0,03 M pH 6.8 ; DTT 0,05 M ; glycérol 8% ; bleu
de bromophénol 0,05% ; SDS 2% ; B-mercaptoéthanol 2,5%) et dénaturées 3 min a 100°C ont été séparées
sur un gel d’acrylamide en gradient (4-20%) SDS-PAGE (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) et
transférés sur membrane de nitrocellulose en utilisant un appareil de transfert semi-sec (Trans-Blot, Bio-
rad). Apres 2h de saturation des membranes dans un tampon TBS-Tween 20 0,1% BSA 5%, les membranes
ont été incubées une nuit a 4°C sous agitation avec un anticorps primaire (dilué au 1/1000 dans un tampon
TBS-Tween 20 0,1% BSA 5%). Les anticorps primaires utilisés sont les suivants : phospho-Akt T308,
phospho-Akt S473, phospho-Akt S474, phospho-PKA T197, phospho-LHS S660, R-actine ainsi que les
formes totales de I’Akt, la PKA et la LHS.

Les membranes ont ensuite été lavées trois fois sous agitation rapide dans un tampon de lavage TBS-Tween
20 0,1% puis incubées pendant 1h a température ambiante en présence d’un anticorps secondaire conjugué
a la peroxydase et dirigé contre les 1gG de lapin ou souris (dilué au 1/5000 dans un tampon TBS-Tween 20
0,1% BSA 5%). Apres avoir réalisé le méme protocole de lavage que précédemment, les membranes ont
été révélées par une méthode de chimiluminescence utilisant un substrat ECL (ClarityTM, Western ECL
Substrat, Bio-rad) et exposées grace a une station d’acquisition d’image (Chemi-Doc MP Imaging System,
Bio-Rad). Enfin, I’intensité des bandes a été réalisée en utilisant le logiciel d’analyse d’image ImageLab.
Les anticorps utilisés proviennent tous de chez Cell Signaling (Leiden, Pays-Bas) a I’exception de la B-

actine qui provient de chez Millipore (Merck-Millipore, Darmstadt, Allemagne)
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IX. Analyse de I’expression génique

L’expression génique a été évaluée par PCR semi-quantitative en temps réel apres une étape de reverse
transcription des ARN en ADNCc.

Dans un premier temps, les ARN des tissus ou cellules HepG2 ont été extraits par le Tri-Reagent
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) en présence de chloroforme. Aprés centrifugation, les ARN
contenus dans le surnageant ont été précipités en présence d’isopropanol. Enfin, le culot d’ARN a été lavé
par 1’éthanol puis séché avant d’étre repris dans de 1’eau dépourvue de nucléases.

La concentration en acides nucléiques a été déterminée par mesure de 1’absorbance a 260 nm et le rapport
d’absorbance a 260 nm/280 nm a été mesuré afin d’estimer la qualité des ARN.

La syntheése d’ADN complémentaire (ADNCc) a ensuite été réalisée par reverse transcription dans un volume
total de 20pL a partir de 1pug d’ ARN totaux grace au mix Iscript cDNA kit (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette,
France). L’hybridation des amorces a été réalisée durant 5 min a 25°C, la reverse transcription pendant 30
min a 42°C et enfin ’inactivation de I’enzyme a été réalisée en augmentant la température a 85°C pendant
5 min. Enfin, la PCR en temps réel a été réalisée dans un volume final de 20 pL a partir de 20 ng d’ADNc
en utilisant la méthode du SYBR green grace au IQT™SYBR®Green Supermix (Bio-Rad, Marnes-La-
Coquette, France) en présence d’un mélange d’amorces (sens + anti-sens) qui ont été congues grace au
logiciel NCBI, Primer-BLAST, synthétisees (Eurofins Genomics, Ebersberg, Allemagne) et utilisées a la
concentration de 300 nM pour les gPCR sur ADNc murins et en utilisant des amorces congues et validées
par Biorad (PrimePCR Assay). La réaction d’amplification a été réalisée selon le programme détaillé dans
le tableau 3 pour les ADNc obtenus a partir de tissus murins et le tableau 4 pour les ADNc obtenus a partir

des cellules HepG2.
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Tableau 3 : Programme de gPCR sur ADNc murin

Matériel & Méthodes

Durée Température Etape Nombre de cycles
10 min 95°C Dénaturation 1
15s 95°C Dénaturation
_ Hybridation et 40
1 min 58°C ) ;
élongation
15 sec 95°C
1 min 60°C )
Courbe de fusion 1
+0,3°C 60-95°C
15 sec 95°C
Tableau 4 : Programme de gPCR sur ADNc humain
Durée Température Etape Nombre de cycles
2 min 95°C Dénaturation 1
5s 95°C Dénaturation
Hybridation et 40
30 sec 60°C ) .
élongation
15 sec 95°C
1 min 65°C )
Courbe de fusion 1
+0,5°C 65-95°C
10 sec 95°C

L’analyse a été réalisée grace a la station StepOnePlus™ (Life Technologies, Saint-Aubin, France).

Les séquences des amorces murines utilisées sont détaillées dans le tableau 5.

Pour chaque gene, une courbe standard a été réalisée a partir de 4 dilutions d’ADNc (1/10, 1/50, 1/100 et

1/500) et utilisée pour déterminer son expression relative. L’expression de chaque gene a ensuite été

normalisée par la moyenne géométrique de deux genes de référence : L38 et 18S pour les ADNc murins et

par la f2-microglobuline pour les ADNc humains.
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Tableau 5 : Séquences des amorces sens et anti-sens murines

Gene cible (protéine)

Amorce sens

Amorce anti-sens

18s (18S) gtgtggggagtgaatggtg gcgagacagtcaaaccacg
L38 (L38) catgcctcggaaaattgag tcttgacagacttggcatcct
Cnrl (CB1R) ccgcaaagatagtcccaatg aaccccacccagtttgaac
Cnr2 (CB2R) caaaggaggaagtgcttggt tggagagatcggcttatgttg
Faah (FAAH) ggaccttgctcccctttct cctgetgggcetgtcacata
Napepld (NAPE) ctcgatatctgcgtggaaca ctgaattctggcgctttcte
Adgrel (F4/80) tgacaaccagacggcttgtg gcaggcgaggaaaagatagtgt
Fas (FAS) ggctgcagtgaatgaatttg ttcgtacctccttggcaaac
Accl (ACC1) acaccatgttgggagttgtg gctgttcctcaggctcacat
Ppara (PPARa) gttttcacaagtgcctgtctgt gtatgaacaaaaggcgggttg
Gpat (GPAT) ttcaaccccagtatcccatct ggtgccttgtgtgagtttca
Slc27a5 (FATP5) cctgcggtacttgtgtaacg atttgcccgaagtccattg
Cd36 (FAT/CD36) aattagtagaaccgggccac ccaactcccaggtacaatca
Pparg2 (PPARY2) atcttaactgccggatccac aggcacttctgaaaccgaca
Srebfl (SREBP1c) acctggtgtcagcttgtgg accacttcgggtttcatgc
Acox1 (ACOX) atttacgtcacgtttaccccg ataccacccaccagcttcc

Scd1(SCD1) ccggagaccccttagatcga tagcctgtaaaagatttctgcaaacc
Dgat2 (DGAT?2) agccctccaagacatcttetct tgcagctgtttttccacct
Fgf21 (FGF21) agctggggattcaacacagg ccaaggcagctggaattgtg

Lipe (LHS) ttaccatctcacctcccttgg accttgctgtcctgtecttc

Ucpl (UCP1) gcttaatgactggaggtgtgg ctctgggcttgcattctgac

X. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + SEM. La différence significative entre ces moyennes

est déterminée par un test de Student (t-test) bilatéral ou un test de Mann-Withney pour les comparaisons

de deux groupes, et une analyse de variance ANOVA suivi d’une comparaison multiple par un test de

Tuckey pour la comparaison de plus de deux groupes. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le
logiciel GraphPad Prism, * P<0,05, ** P<0,01, ***P<0,001.
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Annexe A : Composition du régime standard (STD)

H |: E iliment entretien

SCIENTIFIC NIMAl FOOD & ENGINEERING Rd[s, 50”” s (I Hdm Ste[s

www.safe-diets.com

Definition

Aliment complet entretien pour rats, souris & hamsters.

Objectif Produit

Aliment rongeur destiné a des animaux adultes et en maintenance. Ne contient pas de luzerne.
A utiliser dans le cadre de protocoles expérimentaux.

Période de distribution : peut étre distribué dés le sevrage et a des rongeurs adultes.
Consommation journaliére : rats de 18 a 25 g, souris de 3 2a 6 g, hamsters de 8 a 12 g.

Mode de distribution : ad libitum ou rationnement selon protocoles expérimentaux.

Présentation du Produit

Granulé 15 mm de diamétre. Possibilité de modifier sur demande.

Désignation Conditionnement sae Rase Saty S
gnag controle d’irradiation des animaux produit
A04 Sa;:op:gier Non Aucune Conventionnel U8220G10R

A04-10 SHf pﬂ%e;gdo“b'e Non >10kiloGrays ~ Hétéroxénique  U8221G10R

R04-10 S papiersous vide Non >10kiloGrays  Hétéroxénique  U8231G10R
1x10 kg par carton

R04-25 S Non >25 kiloGrays Hétéroxénique U8232G10R
1x 10kg par carton

R04-40 10x1 kg =4¢ Snanglo double Non >40 kiloGrays g itue of U8233G10R

10 x 1kg par carton Gnotoxénique
A04C S0 pﬁp(;ei:gdwb'e oui Aucune Conventionnel  U8224G10R
A04C-10 SEpsbiordoble Oui >10 kiloGrays Hétéroxénique U8225G10R

10 kg

Tous les aliments sont disponibles conditionnés a fagon, ionisés et avec une analyse
[®] ¥ ] compléte sur demande. Egalement disponibles en farine sur demande.
= . Mise a jour le 22 février 2016

T: +33(0)3 86 53 76 90 ® Fax: +33(0)3 86 53 35 96 ¢ info@safe-diets.com
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www.safe-diets.com

Composition [utritive /k (omposition
ACIDES AMINES TOTAL * Orge, blé, mais, tourteau d'extraction de soja, son de blé, protéine de poissons
Arginine mg 9000 hydrolysée, phosphate bicalcique, prémélange de minéraux, carbonate de calcium,
Cystine mg 2500 prémélange de vitamines.
Lysine mg 7200
Méthionine mg 2800 aizy > ) 0
R (omposition Centésimale en %

ycine mg 8 100
ACIDES GRAS TOTAL * 8,00% 4,10% Céréales
Acide palmitique mg 5900 /
Acide palmitoléique mg 150 4,00%
Acide stéarique mg 600 M Protéines animales
Acide oléique mg 4 800
Acide linoléique mg 15 000
Acide linolénique mg 1200 M Protéines végétales
MINERAUX TOTAL * 83,90%
p mg 5500 M Mélange vitaminique et
Ca mg 7300 minéral
Na mg 2 500
K mg 6 000
Mg mg 1600 ( 5 n = O/
M mg 70 omposition Hutrtive en 7o
Fe mg 270
Cu mg 16
Zn mg 55 3,1%
cl mg 4000 11,9% 5 M Glucides E.N.A

4,6% M Protéines
VITAMINES TOTAL * 39% o %
Vitamine A ul 7500 ’ ; i Fibres
Lanne DY . 1000 8 Minéraux Cendres
Vitamine B1 mg I
Vitamine B2 mg 6.5 16,1% 60,4% M Humidité
Vitamine B5 mg 16,5
Vitamine B6 mg 26 M Lipides
Vitamine B12 mg 0,02
Vitamine E mg 30
Vitamine K3 mg 25
e o 75 Valeur Energétique™  Kcallkg Mjkg % Protéines % Lipides % Carbohydrates
Ac.Folic mg 05
Biotine mg 0.04 Atwater 3339 13,97 19,3 84 724
Choline mg 1600
ME 3145 1317 = = z
1 ** Information du calcul de I'Energie:
Te(h nO | 0? | e d es Pel |et s http://www.safe-diets.com/fre/produits/informations/energy/aliments-et-energie.html
Glucides E.N.A. dont
Moyenne* - Amidon (en %) 43,5

Diamétre mm 16.43 - Sucres totaux (en %) 3.2
Résistance a I'éc t kgflem* 227
Résistance a 'abrasion % 97.3 * Les valeurs sont données a titre d'information, il s'agit de moyennes calculées sur valeurs brutes du produit.
Masse spécifique gll 645 Elles sont indicatives et n'ont pas de valeur contractuelle. Elles sont soumises a des variations liées aux
Poids q 5319 conditions de production, stockage et de méthodes analytiques. Une analyse peut étre réalisée sur demande.
Longueur mm 22,64 Glucides E.N.A. : Extrait non azoté, valeur calculée.

Mise a jour le 22 février 2016

T: +33(0)3 86 53 76 90 ® Fax: +33(0)3 86 53 35 96 e info@safe-diets.com
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Annexe B : Composition du régime hyperlipidique (HFD)

ssniff* EF acc. D12492 (1) mod.

Experimental diet for rats and mice, very high fat content (LARD) / DIO series

Description

The experimental diet is characterized by extremely high amounts of fat and low (original) cholester-
ol contents. However, the cholesterol concentration and the fat source (fatty acids) can be individu-
ally adjusted to the scientific question or to the experimental design. The feed will quickly induce
obesity and promotes the development of diabetes type 2 (NIDDM), because of the high fat content
and the saturated fatty acids. The feeding period until first clinical symptoms might be observed
depends largely on the mouse strain and the previous dietary history (fat supply).

22 % from
Carbohydrates

[MJ/kg]
24.0

24 %
from Protein

54 %
from Fat

Crude Nutrients [%] Energy
Dry matter 97.1 Gross Energy (GE)
Crude protein (Nx6.25)  24.1 Metabolizable Energy (ME)
Crude fat 34.0
Crude fibre 6.0
Crude ash 6.0 21.07
N free extracts 271
Starch 1.1
Sugar / Dextrines 23.8

21.42
" ME calculated according to the pig formu-
la, Annex 4 of the German feed regulation

2 ME calculated with the Atwater factors

~ 21% from
Carbohydrateg

Minerals [%] Amino acids [%]
Calcium 1.03 Lysine 1.98
Phosphorus 0.61 Methionine 0.83
Sodium 0.20 Cystine 0.46
Magnesium 0.17 Met+Cys 1.28
Potassium 1.00 Threonine 1.07

Fatty acids [%] I\%‘i’;‘i’f:a” e
C 80 e Histidine 0.76
€10:0 004 valine 1.64
C12:0 0.07 Isoleucine 1.25
C14:0 0.44 Leucine 2.36
c16:0 7.72 Phenylalanine ~ 1.29
c16:1 0.94 Phe+Tyr 2,57
C17:0 e Glycine 0.50
g]gf? 1;-2‘; Glutamic acid ~ 5.41

. : Aspartic acid 1.79
c18:2 4.75 Proline 276
C18:3 0.51 Alanine 0.79
€20:0 002 gerine 1.43
C20:1 0.01
C20:4 0.53
C20:5 —

C22:6 — -
Cholesterol [mg/kg] 265 EFeed compasition
(original content) On request

Main products
E15742-34 10 mm pellets, Colour BLUE

E15742-347 10 mm pellets, Colour BLUE, 25 kGy
y-irradiated is vitamin fortified

* Research Diets Inc.
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19%
from Protein

Vitamins per kg
Vitamin A 15,000 IU
Vitamin D, 1,500 U
Vitamin E 150 mg
Vitamin K (as menadione) 20 mg
Vitamin C 30 mg
Thiamin (B,) 16 mg
Riboflavin (B,) 16 mg
Pyridoxine (B,) 18 mg
Cobalamin (B,,) 30 pg
Nicotinic acid 45 mg
Pantothenic acid 55 mg
Folic acid 19 mg
Biotin 310 pg
Choline-Chloride 2,300 mg
Inositol 80 mg

Trace elements per kg
Iron 139 mg
Manganese 82 mg
Zinc 56 mg
Copper 12 mg
lodine 0.97 mg
Selenium 0.13 mg
Cobalt 0.13 mg

Production and sale

ssniff Spezialdiaten GmbH
Phone:+49-(0)2921-9658-0
Fax: +49-(0)2921-9658-40
E-Mail mail@ssniff.de
www.ssniff.de / www.ssniff.com
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Protocole : CBIR

ID RCB : 2015-A01619-40

u Acronyme : CBR1

Utilisation de biopsies de graisse sous-cutanée abdominale pour |'étude du rdle de
I'activation des récepteurs aux endocannabinoides 1 (CB1R) sur le métabolisme glucido-
lipidique adipocytaire

Etude CB1R
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Annexe C

Protocole : CBIR Version : 2 Date : 12/08/2016
SYNOPSIS
Utilisation de biopsies de graisse sous-cutanée abdominale pour I'étude du rdle
Titre de I'étude de l'activation des récepteurs aux endocannabinoides 1 (CB1R) sur le
métabolisme glucido-lipidique adipocytaire
N° d'enregistrement 2015-A01619-40
Promoteur Centre Hospitalier Universitaire de Dijon

Coordonnateur : Pr Bruno BERGES (service d'endocrinologie)
Investigateurs Principal : Pr Pablo ORTEGA DEBALLON (service de chirurgie digestive et
cancérologique)

L'obésité abdominale et le diabéte de type 2 sont associés a une hyperactivation du
systéme endocannabinoide et plusieurs études chez l'animal et chez I'Homme
indiguent que les récepteurs CB1 (CBIR) périphériques du systeme
endocannabinoide pourraient également &tre impliqués dans la régulation du
métabolisme glucido-lipidique.

Le rédle précis des récepteurs CBIR du tissu adipeux viscéral dans la régulation des
métabolismes glucidique et lipidique demeure inconnu chez I'Homme. Il appardfit
essentiel de préciser, chez I'Homme, le réle des CBIR localisés dans les tissus
périphériques et en particulier dans le tissu adipeux, dans le contréle de
I'homéostasie glucido-lipidique. En effet, si les données humaines confirment les
données animales attestant d'un réle essentiel du systéme endocannabinoide
périphérique dans la régulation des métabolisme glucidique et lipidique, cela ouvrira
une voie de recherche majeure dans le développement de molécules antagonistes
CBIR (type rimonabant) mais & action exclusivement périphérique (ne passant pas la
barriére méningée afin d'éviter les effets secondaires psychiatriques) pour le
traitement de |'obésité métabolique et du diabéte de type 2.

Rationnel

OBJECTIF PRINCIPAL:

- Déterminer les effets de l'activation du systéme endocannabinoide sur le
métabolisme glucido-lipidique du tissu adipeux humain viscéral et sous-cutané.

OBJECTIFS SECONDAIRE :

- Tester les effets de nouvelles molécules antagonistes des CBIR & action
périphérique sur le métabolisme du tissu adipeux

Objectifs de la recherche

*  CRITERES D'EVALUATION PRINCIPAUX
1. Aucun critére d'évaluation clinique puisque les traitements expérimentaux
seront réalisés ex vivo sur des biopsies de tissu adipeux

2. Effets de l'activation des récepteurs CB1 du systéme endocannabinoide (SEC)

sur les parametres suivants :

- Activité du SEC par mesure des ARNm CBIR et dosage des endocannabinoides

(collaboration).

- Oxydation des acides gras : Catabolisme de l'acide palmitique [1-14C], mesure de

la consommation d'O2 (électrode de Clark).

- Estérification des acides gras et lipogenése : Uptake de I'acide palmitique [1-14C],

Uptake du [14C]-glucose, activité de la FAS, analyse CPG des acides gras, activité

LPL, western-blotting p-ACC, p-Akt, AMPK.

- Activité lipolytique (dosage glycérol et acides gras libres) et voies de signalisation
impliquées (western-blotting voies de 'AMPc et de insuline)

- Production d'adipokines (dosage BioPlex et Elisa)

- Régulation génique : Expression des ARNm codant pour des protéines du

métabolisme glucido-lipidique, du SEC et des facteurs de transcription par RT-PCR

Critéres d'évaluation de I'étude

Proto type exploratoire du 08/04/2013 Propriété du CHU de Dijon Page 3 sur 19
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Protocole : CBIR

Annexe C

Version : 2 Date : 12/08/2016

en temps réel.

*  CRITERES D'EVALUATION SECONDAIRES

Les mémes que les critéres principaux avec stimulation du systéme
endocannabinoide par nouvelles molécules antagonistes des CBIR & action
périphérique (molécules élaborées en collaboration avec l'université de Nantes)

Nombre de participants prévu

15 prélévements exploitables sont prévus pour la participation a cette recherche
biomédicale

Sélection des sujets

*  Criteéres d'inclusion
- homme dgé de 18 a 70 ans
- personne ayant donné son accord oral
- devant subir une chirurgie pour hernie (Pr P. Ortega Deballon)

*  Critéres de non inclusion
- personne non affiliée a un régime de sécurité sociale
- BMI>30
- diabete
- pathologie associées : cancer, maladies inflammatoires chroniques
- adulte protégé

Evaluation des bénéfices et des
risques attendus

Etude ex-vivo sur échantillons de tissu adipeux de faible volume (quelques cm3)
prélevés lors d'une intervention chirurgicale programmée. Pas de risque particulier
a prévoir pour les patients.

Déroulement de I'étude

+  DESCRIPTION CHRONOLOGIQUE DE L'ETUDE
1. Information de la personne participant a la recherche
2. Recueil de son accord oral
3. Prélévement de tissu adipeux (chirurgie)
4. Expérimentations in vitro

Collection d'échantillons
biologiques

NA : utilisation des échantillons biologiques dans le cadre du projet avec
destruction d la fin de cette recherche

Traitements, produits, utilisés

Non applicable

Posologie, voie d'administration
et durée d'administration

Non applicable

Analyse statistique

Justification du nombre de personnes nécessaires

Méme si I'ensemble des tests prévus devrait pouvoir tre réalisés a partir d'un seul
prélevement (répartition du tissu adipeux prélevé en lots multiples), il pardft
indispensable de répéter les expériences afin de s'affranchir des différences
inter-individus. Un nombre de 15 prélévements exploitables est suffisant pour
s'affranchir de telles différences et permettra l'obtention de résultats
interprétables avec une puissance statistique acceptable. La majorité des études
ex-vivo réalisées sur du tissu humain sont réalisées sur des groupes de 6 a 10
personnes

Tests utilisés

Les moyennes des données obtenues avant puis aprés stimulation seront comparées
par un test non paraméttrique pour données appariées (T de Wilcoxon). Les
differences seront considérées significatives at P<0.05. Logiciel utilisé : GraphPad
Software, Inc. La Jolla, CA, USA.

Résultats attendus et
alternative

Des résultats obtenus chez la souris in vivo et in vitro & partir d'explants de tissu
adipeux indiquent que l'activité lipolytique est fortement stimulée en présence
d'anandamide et suggérent que c'est l'action anti-lipolytique de l'insuline qui est
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Protocole : CBIR Version : 2 Date : 12/08/2016

diminuée. Ainsi, ces données convergent vers une hypothése nouvelle selon laquelle
l'activation des CBIR du tissu adipeux conduit & une stimulation de la lipolyse
dépendante d'une altération du signal insulinique.

Ce projet devrait nous permettre de vérifier si l'activation du systéme
endocannabinoide conduit aux mémes effets sur le tissu adipeux humain et de
montrer que l'inactivation du systéme endocannabinoide par le blocage des CBIR
périphériques pourrait bien constituer une piste thérapeutique pour améliorer
I'insulino-résistance et les dyslipidémies associées d l'obésité.

- durée de la période d'inclusion : 12 mois
- durée totale de participation pour une personne se prétant a la recherche :
durée de l'intervention chirurgicale
- durée totale de |'étude (inclusion + suivi éventuel) : 1 jour
Période d'exclusion pour la personne : non
Période d'exclusivité pour la personne : non

Calendrier Prévisionnel
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Annexe D : Publication (Troy-Fioramonti et al., 2015)

METABOLISM

808

Diabetes Volume 64, March 2015

Stephanie Troy-Fioramonti, Laurent Demizieux, Joseph Gresti, Tania Muller, Bruno Verggs, and

Pascal Degrace

Acute Activation of Cannabinoid

CrossMark

i)

=

Receptors by Anandamide
Reduces Gastrointestinal

Motility and Improves

Postprandial Glycemia in Mice

Diabetes 2015,64:808-818 | DOI: 10.2337/db14-0721

The endocannabinoid system (ECS) is associated with
an alteration of glucose homeostasis dependent on
cannabinoid receptor-1 (CB1R) activation. However,
very little information is available concerning the con-
sequences of ECS activation on intestinal glucose
absorption. Mice were injected intraperitoneally with
anandamide, an endocannabinoid binding both CB1R
and CB2R. We measured plasma glucose and xylose
appearance after oral loading, gastrointestinal motility,
and glucose transepithelial transport using the everted
sac method. Anandamide improved hyperglycemia after
oral glucose charge whereas glucose clearance and
insulin sensitivity were impaired, pointing out some
gastrointestinal events. Plasma xylose appearance
was delayed in association with a strong decrease in
gastrointestinal transit, while anandamide did not alter
transporter-mediated glucose absorption. Interestingly,
transit was nearly normalized by coinjection of
SR141716 and AM630 (CB1R and CB2R antagonist,
respectively), and AM630 also reduced the delay of
plasma glucose appearance induced by anandamide.
When gastric emptying was bypassed by direct glucose
administration in the duodenum, anandamide still re-
duced plasma glucose appearance in wild-type but not
in CB1R™/~ mice. In conclusion, our findings demon-
strated that acute activation of intestinal ECS reduced
postprandial glycemia independently on intestinal glu-
cose transport but rather inhibiting gastric emptying
and small intestine motility and strongly suggest the in-
volvement of both CB1R and CB2R.

The endocannabinoid system (ECS) consists of cannabi-
noid receptors (CBRs), endocannabinoids, and enzymes
involved in their synthesis and degradation. The two main
receptors, CB1R and CB2R, are both G protein-coupled
receptors differing structurally and by their tissue locali-
zation. Whereas CB2Rs are mainly expressed in the im-
mune system, CB1Rs are abundantly present in the central
nervous system and to a lower extent in peripheral tissues
(1). Arachidonoyl ethanolamide (anandamide) and 2-
arachidonoyl glycerol (2-AG) are the two best-characterized
endogenous cannabinoids produced in the brain and pe-
ripheral tissues that bind CB1R and CB2R with no marked
selectivity (2) to activate or inactivate metabolic pathways
similarly to A9-THC (tetrahydro-6,6,9-trimethyl-3-pentyl-
6H-dibenzopyran-1-ol), the major active constituent of
marijuana (1,3).

It is now well established that the ECS is involved in
many biological functions, including the regulation of
energy balance and the pathogenesis of obesity. Obesity is
associated with central ECS overactivation, and since
activation of CB1R in the brain stimulates food intake,
ECS appears to be located at the center of a vicious circle
inducing weight gain and related disorders (4,5). How-
ever, even if the CB1R-dependent stimulation of food in-
take may be the main initial cause of various metabolic
deregulations associated with obesity, several data col-
lected from animal and human studies using the specific
CB1R antagonist SR141716 (rimonabant) suggested that
peripheral ECS might also directly regulate energy metabolism

INSERM 866, Team Pathophysiology of Dyslipidemia, University of Burgundy,
Dijon, France
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(6-8). It was recently reported that activation of pe-
ripheral CB1R signaling in key tissues relevant to insulin
action is associated with alteration of glucose homeostasis
and contributes to diet-induced insulin resistance in mice
(9-11). Nevertheless, very little information is available
concerning the impact of peripheral ECS activation on
intestinal glucose absorption that is however the major
determinant of how quickly glucose appears in the circu-
lation during the fed state.

The presence of a functional ECS in the gastrointesti-
nal tract has been pointed out in many species (12-14),
and available evidence suggests that cannabinoids reduce
gastric and intestinal motility (15,16), but the consequences
on plasma glucose appearance were poorly studied. How-
ever, consistent data indicate the existence of a positive
relationship between gastrointestinal motility and plasma
glucose appearance in healthy and diabetic patients (17—
19). We therefore investigated the impact of acute activa-
tion of CBR by anandamide on postprandial glycemia,
recognized as an important component of the overall gly-
cemic control (20,21). Our data showed that activation of
gastrointestinal ECS improved postprandial glycemia and
further indicated this was associated with neither an in-
crease in glucose clearance nor a decrease in intestinal
transport but rather with a reduction in gastrointestinal
motility involving both CB1R and CB2R.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals and Diets

Official French regulations (no. 87848) for the use and care
of laboratory animals were followed throughout the
experimental period. The experimental protocol was ap-
proved by the local ethic committee for animal experimen-
tation (BX0622). Eleven-week-old C57BL/6J male mice
(JANVIER LABS, Le Genest Saint Isle, France) and global
CBIR™’~ mice (gift from Dr. James Pickel, National In-
stitute of Mental Health, Bethesda, MD) were housed in-
dividually on a 12/12-h light/dark schedule at 22-23°C
with ad libitum access to water and food (Standard Diet
AO4; UAR, Epinay-sur-Orge, France). A group of mice was
subject to a high-fat diet (30% lard) manufactured by
SSNIF (Soest, Germany). After 16 weeks of diet, animals
with a weight gain less than +10 g compared with controls
were excluded from the study. Diet-induced obesity (DIO)
mice (39.1 * 1.1 vs. 27.3 £ 0.9 g, DIO vs. control) were
glucose intolerant and insulin resistant (Supplementary
Fig. 2A and B). On the day of each experiment, food
was removed from the cages for 6 h (from 8:00 a.Mm. to
2:00 p.M.).

Drugs

Anandamide, AM630, AM6545, and exendin 9-39 were
purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France), and SR141716 was provided by Sanofi (Paris,
France). Anandamide and CBR antagonists were prepared
in 4% DMSO/1% Tween 80 and administered intraperito-
neally at 10 mg/kg. In control experiments, animals were
injected with vehicle (4% DMSO/1% Tween 80).

Annexe D
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Glucose, Xylose, and Insulin Tolerance Tests

For glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance
test, mice respectively received a glucose load (2 g/kg) or
insulin intraperitoneal injection (0.5 Ul/kg, Actrapid;
Novo Nordisk, La Défense, France). For GTT, a p-glucose
solution (20% weight for volume) was either injected in-
traperitoneally (intraperitoneal GTT) or given orally (oral
GTT [OGTT]). Oral p-xylose loading test (OXT) consisted
in the administration of a p-xylose solution (10% weight
for volume; 1 g/kg body weight). Drugs were administered
intraperitoneally to 6-h fasting mice 10 min before glu-
cose, xylose, or insulin. Each treatment was tested with
a 1-week interval on the same series of mice in the same
conditions. Glycemia was measured directly in blood sam-
pled from the tail with a My Life Pura glucose meter
(Ypsomed, Paris, France). In some OGTT experiments,
blood (25 pL) from tail vein was collected in chilled tubes
containing EGTA and DPPIV inhibitor (Millipore S.A.S.,
Molsheim, France) for determination of insulin, glucose-
dependent insulinotropic peptide (GIP), and GLP-1 con-
centration with a Bio-Plex Mouse Diabetes Assay (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France). In OXT, some control experi-
ments included oral administration of phlorizin (Sigma-
Aldrich) as a sodium-dependent glucose transporter 1
(SGLT-1) inhibitor, 15 min before the first injection. Plasma
xylose concentrations were measured with a spectrophoto-
metric kit (Megazyme, Wicklow, Ireland).

Intestinal Glucose Transport

Wistar rats (JANVIER LABS) weighing 250-300 g were anes-
thetized by intraperitoneal injection of 50 mg/kg sodium
pentobarbital. Two 5-cm proximal jejunum segments (5 cm
from the ligament of Treitz) were taken from each animal
and prepared as previously described (22). In brief, sleeves
were flushed, everted, and mounted in a 15-mL centrifuge
tube. The installation allowed the introduction of buffer into
the sac (serosal compartment) and the collection of samples
periodically. Sacs were filled with 200 L buffer consisting of
150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L KH,PO,4, 4 mmol/L K,HPO,,
and 5 mmol/L fructose, pH 7.4, and immersed in 14 mL of
the same buffer (mucosal compartment) added with 0.1 pwmol/L
or 30 mmol/L p-glucose. [MC]D—glucose (3.2 pCi/pmole;
PerkinElmer, Courtaboeuf, France) was used as a marker
to quantify transporter-mediated uptake from the mucosal
to the serosal compartment. Fragments were incubated for
40 min at 37°C in the presence of anandamide (5 wmol/L) or
vehicle added both in the serosal and mucosal compartment.
A 30-pL sample was collected from the serosal compartment
every 10 min and replaced with an equivalent volume of
glucose-free buffer. Samples were mixed with 4.5 mL of
Ultima Gold XR liquid scintillation cocktail (PerkinElmer)
and radiolabeled glucose counted by a Packard Tricarb
2000 counter (PerkinElmer).

Gastrointestinal Transit

Transit through the stomach and small intestine was
measured by administering a nonabsorbed marker (10%
charcoal suspension in 5% gum arabic) as previously
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described (23). In brief, fasting mice were injected intraperi-
toneally with anandamide and CBR antagonists respectively
10 and 30 min before gavage with 0.2 mL of the charcoal
suspension. Animals were killed by cervical dislocation 25 min
later. The entire small intestine was removed, and the dis-
tance from the pylorus to the front of the charcoal bolus was
measured. Transit rate was calculated as [(distance to charcoal
front)/(total length from pylorus to cecum)] X 100 (%).

RT-PCR

Total mRNAs were extracted with Tri-Reagent (Euro-
medex, Souffelweyersheim, France), and 1 pug RNA was
reverse transcribed using the Iscript cDNA kit (Bio-Rad).
Real-time PCR was performed as described previously (24)
using a StepOnePlus real-time PCR system (Life Technolo-
gies, Saint-Aubin, France). Primer sequences used for
amplification were as follows: forward ccgcaaagatagtcccaatg
and reverse aaccccacccagtttgaac for CBI1R, forward
ccgeaaagatagtcccaatg and reverse aaccccacccagtttgaac for
CB2R, and forward ccgcaaagatagtcccaatg and reverse
aaccccacccagtttgaac for TATA box binding protein. For
each gene, a standard curve was established from four
c¢DNA dilutions (1/10 to 1/10,000) and used to determine
the relative gene expression variation after normalization
with TATA box binding protein expression.

Statistical Analysis

Results are expressed as means = SEM. Data were analyzed
statistically with GraphPad InStat software (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA) using two-way ANOVA fol-
lowed by the Tukey post hoc test, or using Student t test.
Differences were considered significant at P < 0.05.

RESULTS

Anandamide Prevents Hyperglycemia Induced by Oral
Glucose Loading

To evaluate the impact of CBR activation on whole-body
glucose homeostasis, we first assessed glucose tolerance
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after a single intraperitoneal anandamide injection (10
mg/kg). In order to respect the natural route of nutrient
administration, we performed OGTT (2 g/kg). Interest-
ingly, the increase in glycemia in response to glucose
ingestion was considerably smaller in mice treated with
anandamide compared with control, and this was associ-
ated with an improvement of glucose tolerance as
illustrated by the AUCy_yy, calculations (Fig. 1).

Anandamide Alters Blood Glucose Clearance and
Insulin Sensitivity

To determine whether anandamide affected tissue glucose
utilization, we measured glucose clearance after intraperi-
toneal administration (intraperitoneal GTT, 2 g/kg). In
these conditions, excluding any involvement of the gastro-
intestinal tract, results indicated that anandamide in-
duced glucose intolerance (Fig. 24) and prevents insulin
(intraperitoneal injection, 0.5 Ul/kg) to rapidly decrease
plasma glucose compared with controls (Fig. 2B). Figure
2C also showed that anandamide did not decrease fasting
glycemia; rather, drug injection even induced a rapid ele-
vation of ty_;5 mi, plasma glucose levels (+29.69 * 2.68%
for anandamide vs. 11.3 * 2.87% for vehicle).

Anandamide-Induced Improvement of Postprandial
Glycemia Is Not Dependent on a Reduction of
Intestinal Glucose Transport

To explore the possibility of an alteration of intestinal
glucose absorption in anandamide-injected mice, we first
performed an OXT (1 g/kg), an investigative tool to study
small intestinal function (25). To verify that OXT accu-
rately reflected the efficiency of glucose absorption, OGTT
and OXT were also performed in the presence of phlori-
zin, a potent inhibitor of the SGLT-1 (26). Results con-
firmed that phlorizin suppressed both plasma appearance
of glucose (data not shown) and xylose in response to oral
glucose and xylose load, respectively (Fig. 3A). Using this
method, we interestingly observed that plasma xylose

:
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Figure 1—Anandamide reduces hyperglycemia induced by oral glucose loading. Mice were subject to OGTT (2 g/kg) 10 min after an
intraperitoneal administration of anandamide (10 mg/kg) or vehicle. Blood samples were collected from the tail tip vein at the indicated time
points after glucose loading. Data represent % variation from basal glycemia during OGTT expressed as means = SEM (n = 20) and
corresponding AUC,_,, calculations. Glycemia values expressed as mg/dL are presented in Supplementary Fig. 1. *P < 0.05 vs. corre-

sponding value in vehicle-treated mice.

211

Annexe D



diabetes.diabetesjournals.org

Annexe D

Troy-Fioramonti and Associates 811

A 350
* 25
- -
. ¥ 20
e z
$ z 15
2 &
® %10
£ 5
©
50 1 0
={J~Vehicle -8~Anandamide < 8
0 - - - - ‘é 5
0 20 40 60 80 100 120 €
Time (min) <
200 1

180 1
160 3
140
120
100 1

Glycemia (mg/dl)

8§88

20 1 =~Vehicle -#-Anandamide

0 T T -
0 20 40 60

Time (min)

O

250 1

T T .l

80 100 120

2001,
53
£ 150
3
5 100 A
=
o

50 4

=~Vehicle =8 Anandamide
0 T T "
0 20 40 60 80 100 120

Time (min)

Figure 2—Effect of anandamide on blood glucose clearance and insulin sensitivity. A: Intraperitoneal GTT (2 g/kg) and corresponding
AUC,_oy, calculations. B: Insulin tolerance test (ITT, 0.5 Ul/kg). C: Fasting glycemia monitoring. For all experiments, blood samples were
collected from the tail tip vein of wild-type mice at the indicated time points, 10 min after an intraperitoneal administration of anandamide
(10 mg/kg) or vehicle. Results are expressed as means = SEM (n = 10). *P < 0.05 vs. corresponding value in vehicle-treated mice.

appearance was strongly delayed in response to anan-
damide injection compared with vehicle whereas the
maximum plasma levels were not different (Fig. 34), sug-
gesting that anandamide did not alter trans epithelial
transport. To further investigate this notion, the direct
effect of anandamide on intestinal glucose transport
was evaluated using jejunal everted sacs exposed either
to low glucose (10 wmol/L) or high glucose (30 mmol/L)
concentration to study respectively SGLT-1- and GLUT-
2-mediated transport. As expected, glucose transport was
strongly inhibited by phlorizin in 10 wmol/L glucose
experiments (Fig. 3B) and by the combination of both
phlorizin and phloretin in 30 mmol/L glucose experi-
ments (Fig. 3C). On the other hand, we did not observe
any effect of anandamide on transporter-mediated uptake
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of glucose in comparison with vehicle whatever the con-
centration tested (Fig. 3B and C).

Anandamide-Induced Delay in Plasma Glucose
Appearance Is Associated With a Decrease in
Gastrointestinal Motility

The effect of acute anandamide treatment on gastroin-
testinal motility was evaluated using the charcoal meal
test. The distance traveled by the nonmetabolizable
charcoal solution in the small intestine 25 min after
gavage was considerably reduced after administration of
anandamide compared with vehicle (Fig. 44), suggesting
that the drug decreased either gastric emptying or small
intestine motility or both. To determine whether the de-
lay in plasma glucose appearance induced by anandamide
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Figure 3—Effect of anandamide on intestinal glucose transport. A:
Mice were subject to oral xylose loading test (OXT, 1 g/kg) 10 min
after an intraperitoneal administration of anandamide (10 mg/kg) or
vehicle. A series of mice received an oral dose of phlorizin (200 mg/kg)
15 min before OXT. Plasma xylose appearance was determined in
blood samples collected from the tail tip vein at the indicated time
points after xylose loading. Values are expressed as means + SEM
(n = 6 per group). *P < 0.05, anandamide vs. corresponding value in
vehicle-treated mice. #° < 0.05, phlorizin vs. corresponding value
in vehicle-treated mice. B: SGLT-1-mediated glucose transport
measured in rat everted jejunal fragments incubated with 10 pmol/L
['“Clo-glucose in the presence of anandamide (5 wmol/L) or vehicle.
In some experiments, phlorizin (0.2 mmol/L) was added into the
medium to inhibit SGLT-1 transport. C: GLUT-2-mediated glucose
transport measured in rat everted jejunal fragments incubated with
30 mmol/L ['“Clo-glucose in the presence of anandamide (5 wmol/L)
or vehicle. In some experiments, phlorizin (0.2 mmol/L) and
phloretin (1 mmol/L) were added into the medium to inhibit both
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was exclusively due to a slower gastric emptying, we next
performed a GTT in response to a direct duodenal load. In
these conditions, plasma glucose levels were significantly
lower at t = 15 min after infusion in anandamide-treated
mice compared with control mice (Fig. 4B). Furthermore,
we noticed both in duodenal GTT and OXT that ananda-
mide delayed absorption without affecting maximal blood
glucose and xylose levels, suggesting that anandamide
could reduce small intestine motility. We also tested the
possibility that the inhibitory action of the drug could be
limited due to its rapid degradation in cells and tissues
(27). To verify this hypothesis, two successive doses of
anandamide (at t = 10 and t = 0 min) were administered
during duodenal GTT. Results showed a prolonged effect
of the drug as it further delayed maximal blood glucose
associated with a glucose intolerance as indicated by
AUCy-120 (Fig. 4B), suggesting that a steady-state activa-
tion of CBR would profoundly alter glucose absorption
and plasma clearance. Remarkably, glucose absorption
was no more altered by anandamide when duodenal
GTT was performed in CBIR ™/~ mice (Fig. 40).

Anandamide-Induced Improvement of Hyperglycemia
Is Not Mediated by Incretins

GIP and GLP-1 are rapidly released from enteroendocrine
cells of the small intestine in response to food ingestion.
Both stimulate insulin secretion in a glucose-dependent
manner in order to tightly control postprandial glycemia
(28). As we showed that anandamide prevents hyperglycemia
when glucose was given orally, we investigated whether
anandamide’s effect on blood glucose was mediated by
incretin-dependent stimulation of insulin production.
We showed that plasma GIP, GLP-1, and insulin levels
were strongly lower in anandamide-injected animals dur-
ing OGTT (Fig. 54). In addition, when glucose clearance
was measured in the presence of the GLP-1R antagonist
exendin 9-39 (to block the action of GLP-1 on pancreas
B-cells), the effect of anandamide on glycemia was not
prevented (Fig. 5B).

Anandamide-Induced Reduction in Gastrointestinal
Transit and Plasma Glucose Appearance Involve both
CB1R and CB2R

The role of CB1R and CB2R in controlling gastrointestinal
motility and postprandial glycemia was approached using
different CBR antagonists. The inhibitory effect of anan-
damide on transit was partially abrogated when mice were
pretreated with specific CBIR antagonist SR141716 or
AMS6545, the action of the latter being restricted to the
periphery (Fig. 6A). Whereas the CB2R antagonist AM630
also slightly limited the effect of anandamide, the coinjection
of AM630 and SR141716 nearly normalized gastrointestinal

SGLT-1 and GLUT-2 transport. For B and C, values are pico- or
nanomoles glucose transported per milligram of tissue, expressed
as means + SEM (n = 5 per group). #P < 0.05, inhibitors vs. cor-
responding value in vehicle-treated segments.
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Figure 4—Effect of anandamide on gastrointestinal motility and on glycemia after duodenal glucose loading. A: Wild-type mice received by
gavage 0.2 mL of a nonmetabolizable solution of charcoal 10 min after a single intraperitoneal administration of anandamide (10 mg/kg) or
vehicle. Mice were killed 25 min later, and distance from the pylorus to the front of the charcoal bolus was measured. Transit rate
corresponds to [(distance to charcoal front)/(total length from pylorus to cecum)] X 100 (%) expressed as means *+ SEM (n = 6 per group).
*P < 0.05, anandamide vs. vehicle-treated mice. B: Wild-type mice were subject to intraduodenal GTT (DGTT, 1 g/kg) after one or two
consecutive intraperitoneal injections of anandamide (10 mg/kg) or vehicle, the first 10 min before the beginning of DGTT and the second at
t = 15 min (anandamide X 2) after glucose infusion. Results represent % variation from basal glycemia during glucose challenge and
corresponding AUC,_,, calculations. C: CB1R™~ mice were subject to DGTT (1 g/kg) 10 min after a single intraperitoneal administration of
anandamide (10 mg/kg) or vehicle. For experiments B and C, blood samples were collected from the tail tip vein at the indicated time
points. Values are expressed as means + SEM (n = 7 per group). *P < 0.05 anandamide and #P < 0.05, anandamide X 2 vs. corresponding
value in vehicle-treated mice.

transit (Fig. 6A). It was concomitantly observed that the
delay of plasma glucose appearance induced by anandamide
during OGTT was minored in the presence of AM630 (Fig.
6B). Besides, in the stomach of these animals, molecular
analysis revealed the presence of much higher levels of
CB2R mRNA compared with CB1R mRNA (Fig. 6C).

Anandamide Causes CB2R-Mediated Reduction in
Plasma Glucose Appearance in CB1R™/~ Mice

To further investigate the contribution of CB2R on
postprandial glycemia, OGTT and OXT were performed

in CB1R™/~ mice. Plasma glucose and xylose levels were
also altered by anandamide during carbohydrate challenge
in CBIR ™/~ mice (Fig. 7A and B). However plasma xylose
appearance was far more reduced by anandamide in wild-
type mice than in CB1R™/~ (Fig. 7B), suggesting that the
action of the drug was largely mediated by CB1R but also
by CB1R-independent mechanisms. In line with this hy-
pothesis, we showed that AM630 partially counteracted
the action of anandamide on plasma glucose levels during
OGTT performed in CB1R™/~ mice (Fig. 74). Interest-
ingly, we also observed that CB1R™/~ mice exhibited
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Figure 5—Effect of anandamide on plasma glucose appearance during OGTT is not mediated by incretins. A: Mice were subject to OGTT
(2 g/kg) 10 min after an intraperitoneal administration of anandamide (10 mg/kg) or vehicle. Blood samples were collected from the tail tip
vein at the indicated time points for GIP, GLP-1, and insulin assay. Values are expressed as means = SEM (n = 6). *P < 0.05, anandamide
vs. corresponding value in vehicle-treated mice. B: Mice were subject to OGTT (2 g/kg) 10 min after an intraperitoneal administration of
anandamide (10 mg/kg), exendin 9-39 (Ex 9-39; 170 wg/kg), Ex 9-39 in combination with anandamide, or vehicle. Results represent %
variation from basal glycemia during OGTT. Values are expressed as means *+ SEM (n = 10). *P < 0.05, Ex 9-39 vs. vehicle; #P < 0.05,

anandamide and anandamide + Ex 9-39 vs. vehicle.

a much slower gastrointestinal motility compared with
wild type and that AM630 strongly improved transit
(Fig. 7C). As glucose absorption was no longer altered
by anandamide during duodenal GTT in CBIR™/~ mice
(Fig. 40), it could be advanced that the delay in glucose
absorption in CB1R ™/~ mice observed during OGTT was
consecutive to a slowing down of gastric emptying in-
duced by stomach CB2R activation.

Anandamide-Induced Inhibition of Glucose
Appearance Is Amplified in Obese Mice

The impact of anandamide on whole-body glucose ho-
meostasis was also assessed in DIO mice. These mice were
both glucose intolerant and insulin resistant. Injection of
anandamide into DIO mice reduced blood glucose appear-
ance during OGTT (Fig. 8A). Xylose appearance was also
strongly inhibited by anandamide in the 0-45-min range
of OXT (Fig. 8B). It should be pointed out that the ad-
ministration of the CB1R antagonist SR141716 alone be-
fore OXT did not induce any effect on xylose absorption
(Fig. 8B), suggesting that intestinal CB1Rs were likely not
activated by endogenous cannabinoids in DIO mice. Thus,
evidence comes from these findings that the effect of
anandamide on glucose appearance was maintained in
obese mice. Considering that anandamide was more po-
tent in reducing xylose appearance in DIO versus lean
mice (Fig. 8C), we explored the possibility that intestinal

ECS activation by anandamide was accentuated in obese
mice due to the presence of high levels of CB1R. This
assumption was supported by the expression levels of
CB1R mRNA in the small intestine mucosa that were
threefold higher in DIO than in lean mice (Fig. 8D).

DISCUSSION

In a recent study showing that hepatic CB1Rs contribute
to diet-induced hepatic insulin resistance by inhibiting
both insulin signaling and clearance, Liu et al. (10) pro-
vided evidence that acute peripheral administration of
anandamide causes CB1R-mediated glucose intolerance
in mice. Although we drew the same conclusions from
the present findings obtained after intraperitoneal glu-
cose load, we also intriguingly observed that the same
dose of anandamide improved postprandial glycemia dur-
ing an OGTT. The discrepancies between the results of
intraperitoneal GTT experiments (10 and present study)
and OGTT experiments reported here are unquestion-
ably due to the impact of anandamide on events related
to intestinal glucose absorption that are bypassed when
glucose load is administered intraperitoneally. Since con-
cordant findings from this study and literature (10)
showed that peripheral CB1R activation by anandamide
induced insulin resistance and endogenous glucose pro-
duction, it could be excluded that the drug prevented
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Figure 6 —Role of CB1R and CB2R in anandamide-induced reduction in gastrointestinal transit and plasma glucose appearance. A: Wild-
type mice were injected intraperitoneally (10 mg/kg) with CB1R antagonists SR141716 and AM65456 or CB2R antagonist AM630, 20 min
before a single intraperitoneal administration of anandamide (10 mg/kg). Animals received 10 min later by gavage 0.2 mL of a nonmetab-
olizable solution of charcoal. Mice were killed 25 min after gavage, and distance from the pylorus to the front of the charcoal bolus was
measured. Transit rate corresponds to [(distance to charcoal front)/(total length from pylorus to cecum)] X 100 (%) expressed as means *+
SEM (n = 6 per group). *P < 0.05 vs. vehicle; #P < 0.05 vs. anandamide; TP < 0.05 vs. other treatments. B: Mice were subject to OGTT
(2 g/kg) 10 min after an intraperitoneal administration of anandamide alone (10 mg/kg), anandamide in combination with the specific CB2R
antagonist AM630 (10 mg/kg), or vehicle. Blood samples were collected from the tail tip vein at the indicated time points after glucose
loading. Results represent % variation from basal glycemia during OGTT and are expressed as means = SEM (n = 6). *P < 0.05,
anandamide vs. vehicle; #P < 0.05, anandamide + AM630 vs. vehicle. C: RT-PCR analysis of stomach CB1R and CB2R mRNA expression

in control mice. Results are expressed as means + SEM (n = 6). *P < 0.05.

hyperglycemia after oral load increasing blood glucose
clearance, insulin sensitivity, and/or insulin production.
Rather, we presented evidence that anandamide reduced
postprandial glycemia, delaying intestinal glucose ab-
sorption. This was first demonstrated using oral xylose
test (OXT) as a clinical marker for intestinal absorption.
Since xylose metabolism is not affected by either insulin
secretion or insulin resistance, OXT directly informed
about the impact of anandamide on gastrointestinal
events without being hindered by the peripheral effects
of the drug on glucose clearance. Therefore, it should be
considered that two main factors might prevent hyper-
glycemia after oral glucose loading following anan-
damide injection: 1) reduction of gastrointestinal
motility and/or 2) inhibition of small intestine glucose
transport.
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The presence of a functional ECS has been identified in
the gut. CB1Rs are expressed in the gastrointestinal tract
of many species (12,14). Immunohistochemical studies
indicate that the enteric nervous system is the main site
of CB1R expression and could be the main site of ac-
tion for cannabinoids in the gastrointestinal tract (13).
Myenteric CB1Rs are physiologically involved in the regu-
lation of gastric and intestinal motility and may consti-
tute a physiological “brake” along the gastrointestinal tract
in vivo (15,29,30). Interestingly, CB1R and CB2R are
expressed in the epithelium of human colonic tissue (31),
and our molecular analysis also revealed CB1R and CB2R
gene expression in gastric and small intestine mucosa.

It is generally accepted that there is a positive relation-
ship between gastrointestinal motility and glucose absorp-
tion. Notably, even minor perturbations in gastric emptying
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Figure 7—Effect of anandamide on plasma glucose appearance
and gastrointestinal motility in CB1R™/~ mice. A: CB1R™/~ mice
were injected intraperitoneally with the specific CB2R antagonist
AMB630 (10 mg/kg) and/or with anandamide (10 mg/kg), respectively,
20 and 10 min before they were subject to an OGTT (2 g/kg). Blood
samples were collected from the tail tip vein at the indicated time
points after glucose loading. Results represent % variation from
basal glycemia during OGTT. *P < 0.05, anandamide vs. vehicle;
#P < 0.05, anandamide + AM630 vs. vehicle (n = 10 per group).
B: CB1R™'~ mice were subject to oral xylose loading test (OXT, 1 g/kg)
10 min after an intraperitoneal administration of anandamide (10 mg/kg)
or vehicle. Anandamide effect on xylose absorption in wild-type
mice was reported on the graph (dotted line). For all experiments,
values are expressed as means *+ SEM (n = 10 per group). *P <
0.05, anandamide vs. vehicle-treated CB1R™/~ mice; #P < 0.05,
anandamide-treated wild-type mice vs. corresponding value in
anandamide-treated CB1R /~. C: CB1R™’~ mice received by ga-
vage 0.2 mL of a nonmetabolizable solution of charcoal 10 min after
intraperitoneal administration of anandamide (10 mg/kg) or 30 min
after intraperitoneal administration of AM630 alone. Mice were killed
25 min later, and distance from the pylorus to the front of the char-
coal bolus was measured. Transit rate corresponds to [(distance to
charcoal front)/(total length from pylorus to cecum)] X 100 (%)
expressed as means + SEM (n = 6 per group). *P < 0.05, AM630
vs. vehicle-treated mice.

may have a substantial impact on postprandial glycemia in
healthy subjects and patients with diabetes. Indeed, more
rapid gastric emptying results in a greater initial glycemic
response (17-19). The reduction of gastric and intestinal

Diabetes Volume 64, March 2015

g

Glycemia (% vs t0)
g

g

~(=Vehicle ~8~Anandamide

0 20 40

60
Time (min)

0.35

0.25

Plasma xylose (mg/ml)

o
efe
cei

0.0 * <O-Vehicle ~ -S-Anandamide —#—SR141716
0
0 20 a0 60 80 100 120
Time (min)
0.6 g 3s o
E os % 3
Eoa 5 25
£ 2
0.3 H 'g 15 “
H
g 0.2 s § 1
2 o1 05
oW § 0¥
0 20 4 6 8 10 120 = CBIR
Time (min) Olean WDIO
~&-Lean + ~-DIO +

Figure 8—Effect of anandamide on plasma glucose and xylose ap-
pearance after oral loading in obese mice (DIO). A: Obese mice (n =
10) were subject to OGTT (2 g/kg) 10 min after an intraperitoneal
administration of anandamide (10 mg/kg) or vehicle. Results repre-
sent % variation from basal glycemia during OGTT. *P < 0.05, anan-
damide vs. vehicle. B: Obese mice (n = 7) were subjected to oral
xylose loading test (OXT, 1 g/kg) 10 min after an intraperitoneal ad-
ministration of anandamide (10 mg/kg), or SR141716 (10 mg/kg) or
vehicle. *P < 0.05, anandamide vs. vehicle; #P < 0.05, SR141716 vs.
vehicle. C: Comparison of anandamide effect on plasma xylose ap-
pearance during OXT in obese vs. lean mice. *P < 0.05, DIO vs. lean
mice. For all experiments, blood samples were collected from the tail
tip vein at the indicated time points after glucose or xylose loading.
D: RT-PCR analysis of small intestine CB1R mRNA expression in DIO
vs. lean mice (n = 6 per group). *P < 0.05, DIO vs. lean mice.

motility by cannabinoids has been well documented in both
human and animal studies (15,16), whereas the consequences
on glycemic control are poorly described. In our study,
reduction of maximal plasma glucose and delay in xylose
appearance is consistent with the strong reduction of gas-
trointestinal motility induced by anandamide. Available
evidence indicates that CBR agonists reduce smooth muscle
contractility in different regions of the gastrointestinal tract
in animals and humans (32). In line with this, distinct
effects of anandamide on gastric emptying and small intes-
tine motility could explain why blood glucose appearance
was also reduced in duodenal GTT experiments in which
the influence of gastric emptying was insubstantial.
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Monosaccharides are absorbed through the intestine
by a transepithelial transport system. Two types of hexose
transporters have been identified in human and murine
small intestine: SGLTs and sodium-independent GLUTs
(33). When the lumen of the bowel is exposed to high
concentrations of glucose, GLUT-2 appears to account
for the absorption from the enterocytes after a rapid dy-
namic process of translocation to the apical membrane.
Recent studies suggest that the presence of GLUT-2 at the
apical membrane is dependent on the activity of SGLT-1
(34-36). The effect of cannabinoids on intestinal absorp-
tion of *H-2-deoxy-p-glucose (2-DG) has previously been
investigated in Caco-2 cells (37). From this study, authors
hypothesized that cannabinoids do not interfere with the
intestinal GLUT-2-mediated apical uptake of glucose. In ac-
cordance with these previous data, our findings obtained
from the everted sac method further indicated that activa-
tion of intestinal CBR by anandamide does not alter SGLT-1—
or GLUT-2-mediated glucose transport. Finally, this strongly
suggests that improvement of postprandial glycemia induced
by anandamide was not due to a direct inhibition of the
intestine mucosa capacity to absorb glucose.

GIP release is triggered by the arrival of nutrients in
the upper small intestine, where it is produced by
enteroendocrine K cells located predominantly in the
duodenal epithelium (38), and it is well recognized that
exogenous GLP-1 and GIP inhibit glucose absorption by
slowing gastric emptying (39,40) or reducing intestinal
motility (41). However, it is very unlikely that incretin var-
iations were responsible for alteration of glucose absorption
in our study since GIP and GLP-1 plasma levels were re-
duced after anandamide injection and blockade of GLP-1
receptors by exendin 9-39 did not modify glycemic profile.
Rather, it is very likely that hormone secretion was reduced
due to the slow delivery of glucose into the duodenum.

To date, available evidence suggests a role for CB2R in
the regulation of gastrointestinal motility. CB2R has been
showed to inhibit defecation in mice (42) and to reduce
the gastrointestinal transit in a model of intestinal in-
flammation (43,44). It has also been demonstrated that
CB2Rs were expressed in the stomach and that activation
of the receptor with exogenous agonists reduces gastric
motility (45,46). In the current study, we first observed
that CB2R gene expression was significant in the stomach.
Then, we showed that part of the effects of anandamide
on glycemia during glucose challenge observed in wild-
type mice persisted in CBIR™/~ and were partially coun-
teracted by the CB2R antagonist AM630. In addition, the
action of anandamide on gastrointestinal transit was ab-
rogated only by the combined injection of SR141716 and
AMBG630, suggesting that anandamide could reduce transit
and thereby plasma glucose appearance, activating both
receptors. Nevertheless, the problem of the respective
contribution of CB1R and CB2R in regulating gastric emp-
tying and small intestine motility was not resolved. The
case of CBIR™/™ mice is also of particular interest since
these animals exhibited a naturally low transit rate that
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could be strongly improved by AM630, suggesting the
existence of a CB2R-mediated inhibitory tone. However,
in these conditions, AM630 could also have exerted
a CB2R inverse agonist effect, as already described in
CHO cells (47). Finally, our data suggested that the regu-
lation of gastrointestinal motility by CB2R deserves to be
further studied especially in pathological conditions since
an enhanced expression of these receptors has been
reported during obesity and endotoxic inflammation (31).

In our study, the inhibitory effect of anandamide on
glucose appearance was amplified in DIO mice and
associated with high mRNA CB1R expression in the
intestine of these animals. Nevertheless, recent data
revealed that obesity was associated with a decrease in
anandamide content in the stomach of obese mice and the
intestine of Zucker rats (15,48), suggesting that ECS activ-
ity is downregulated in the gastrointestinal tract of obese
animals (49), contrary to other peripheral organs (5,50). In
line with this, we also showed that SR141716 administered
alone to DIO mice before OXT did not modify xylose ap-
pearance, whereas it was strongly inhibited with exogenous
anandamide. This suggests that even though CB1R expres-
sion was increased, it is very unlikely that CB1Rs were
tonically activated by endocannabinoids in DIO mice.

In summary, our findings demonstrated that acute
activation of intestinal ECS reduced postprandial glyce-
mia. Reduction of plasma glucose appearance was not due
to an alteration of intestinal glucose transport but rather
to the inhibition of gastrointestinal transit consecutive
both to CB1R and CB2R activation. Identifying precisely
the respective role of CB1R and CB2R in each part of the
gastrointestinal tract could help to develop new pharma-
cological tools to improve postprandial glycemia, an
important component of the overall glycemic burden
(20,21). Further studies are also necessary to determine
whether the endocannabinoid tone is modified in the gas-
trointestinal tract of DIO mice and the consequences on
postprandial intestinal glucose delivery.
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Evidence suggests that alterations of glucose and lipid
homeostasis induced by obesity are associated with the
elevation of endocannabinoid tone. The biosynthesis of the
two main endocannabinoids, N-arachidonoylethanolamine
and 2-arachidonoyl-glycerol, which derive from arachi-
donic acid, is influenced by dietary fatty acids (FAs). We
investigated whether exposure to n-3 FA at a young age
may decrease tissue endocannabinoid levels and prevent
metabolic disorders induced by a later high-fat diet (HFD)
challenge. Three-week-old mice received a 5% lipid diet
containing lard, lard plus safflower oil, or lard plus linseed
oil for 10 weeks. Then, mice were challenged with a 30%
lard diet for 10 additional weeks. A low n-6/n-3 FA ratio in
the early diet induces a marked decrease in liver endo-
cannabinoid levels. A similar reduction was observed in
transgenic Fat-1 mice, which exhibit high tissue levels of
n-3 FA compared with wild-type mice. Hepatic expres-
sion of key enzymes involved in carbohydrate and lipid
metabolism was concomitantly changed. Interestingly,
some gene modifications persisted after HFD challenge
and were associated with improved glycemic control.
These findings indicate that early dietary interventions
based on n-3 FA may represent an alternative strategy
to drugs for reducing endocannabinoid tone and improv-
ing metabolic parameters in the metabolic syndrome.

The endocannabinoid (EC) system (ECS) is known to play
a crucial role in energy homeostasis. Regulation by this

system takes place at the central level by changing food
intake (1), and at the peripheral level by the modification
of energy metabolism (2). An overactive ECS plays a cru-
cial role in obesity by increasing food intake (3) and lipo-
genesis (4), by downregulating catabolic reactions (5,6),
and by promoting fat accumulation and alteration of
glucose homeostasis. As a consequence, treating obesity
by decreasing ECS activity has been considered. A phar-
macological approach was developed, leading to the com-
mercialization of an inverse agonist of the cannabinoid
receptor type-1 (CB1R) rimonabant. However, this drug
was withdrawn from the market because of its undesired
central nervous system side effects (7). Meanwhile, the
downregulation of ECS tone in peripheral tissues involved
in energy homeostasis, either with non-brain-penetrant
CB1R blockers, or inhibitors of the biosynthesis of endog-
enous CB1R agonists, is still considered to be a potential
approach to counter the adverse events observed in obe-
sity (8).

The ECS is defined as a set of endogenous ligands (ECs),
synthesized and degraded by specific enzymes and receptors
that are able to bind these molecules. It includes two mem-
brane receptors, CB1R and CB2R, and two main endogenous
agonists, N-arachidonoyl-ethanolamine (AEA [or ananda-
mide]) and 2-arachidonoyl-glycerol (2-AG). AEA is typically
synthesized by the enzyme N-acylphosphatidylethanolamine
phospholipase D (NAPE-PLD), although alternative pathways
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exist, whereas 2-AG is formed by the action of diacylglycerol
lipase o or B upon diacylglycerols. After release, ECs are
subjected to rapid breakdown by degrading enzymes
such as fatty acid (FA) amide hydrolase (FAAH) for
N-acylethanolamines and monoacylglycerol lipase (MAGL)
for 2-AG (9) (Fig. 14).

AEA and 2-AG are lipids, and both ultimately derive
from arachidonic acid (AA [or C20:4n-6]) via AA-containing
phospholipids. AA is endogenously biosynthesized from
the essential FA (10) linoleic acid (LA [or C18:2n-6]). As a
consequence, a dietary supplementation in LA (11,12) or
AA itself (13) is able to elevate the tissue contents of EC.
Conversely, diets enriched with n-3 polyunsaturated FAs,
such as eicosapentaenoic acid (C20:5n-3) and docosahex-
aenoic acid (DHA [or C22:6n-3]), cause a decrease in 2-AG
and AEA levels because of the replacement of AA in phos-
pholipids with such FAs (13,14).

It is well known that dietary n-3 FAs exert beneficial
effects on obesity (15). For instance, n-3 FAs have the abil-
ity to reduce ectopic fat and inflammation in Zucker rats
and to reduce glucose intolerance that is generally as-
sociated with obesity (16). Thus, they were shown to
improve insulin sensitivity and gluconeogenesis in rodents
(17,18). Evidence, involving transcription factors such as
cAMP-responsive element-binding protein H (CREBH) (19)
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and sterol regulatory element-binding protein (20), for the
existence of a direct causal link between EC tone and the
ability of n-3 FAs to improve some of these features of obe-
sity has recently been shown (16). This emphasizes the po-
tential benefits of nutritional interventions in the treatment
of pathologies related to obesity, particularly using n-3 FAs.

Accumulating evidence (21) shows that dietary factors,
including lipids, in developmental periods such as fetal
life, infancy, and early childhood, are associated with obe-
sity risk later in life. In line with this, it has been shown
that early overnutrition leads to persistent dysregulation
in leptin and insulin sensitivity (22), along with enhanced
inflammatory response (23). In addition to excess calories,
the FA composition of the perinatal diet is also an impor-
tant factor in the nutritional programming of the meta-
bolic phenotype in adulthood. Recent studies (24) have
shown that perinatal exposure to a rich n-6 FA diet is able
to induce obesity and to affect body fat mass across gen-
erations. On the other hand, the beneficial role of dietary
n-3 FA during early life has been emphasized because n-3
FA deficiency increases adiposity in guinea pigs (25). This
idea was reinforced by the study of Massiera et al. (26),
showing that the addition of a-linolenic acid (a-LNA [or
C18:3n-3]) to an LA-rich high-fat diet (HFD) under iso-
lipidic and isocaloric conditions reduces the deleterious

2-AG
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@I Desaturases "
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Figure 1—Schematic illustration of the pathways for biosynthesis and degradation of ECs (A) and the experimental study design (B). AEA,
N-arachidonoyl-ethanolamine; 2-AG, 2-arachidonoyl-glycerol; DAGL, diacylglycerol lipase; ECs, endocannabinoids; FAAH, fatty acid am-
ide hydrolase; MAGL, monoacylglycerol lipase; NAPE-PLD, N-acylphosphatidylethanolamine phospholipase D.
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effect of n-6 FAs when given to mouse pups. The beneficial
preventive effect of n-3 FA is not restricted to a HFD. Even
in a normolipidic diet, they are able to limit HFD-induced
insulin resistance (IR) and hepatic steatosis, two main fea-
tures of obesity (27). In keeping with this, the improve-
ment of glucose and lipid homeostasis was also observed
in transgenic Fat-1 mice, which can synthesize n-3 FA from
n-6 FA without the need for dietary supplementation (28).

In this study, we aimed to investigate the role of the
FA composition of a normolipidic diet (n-6 vs. n-3 FA) in
the early prevention of HFD-induced obesity and its
relationship with EC tone. Our starting hypothesis was
that a n-3 FA-enriched diet given to weaning mice can
decrease ECS activity, which in turn prevents HFD-
induced metabolic disorders. To support our data, we also
examined liver EC tone in Fat-1 mice presenting consis-
tently high levels of n-3 FA in their tissues.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals and Diets

Official French regulations (#87848) for the use and care
of laboratory animals were followed throughout the ex-
perimental period. The experimental protocol was approved
by the local ethics committee for animal experimentation
(#BX0622). Three-week-old C57BL/6J male mice were
purchased from Charles River Laboratories (Saint-Germain-
Nuelles, France). Mice surviving the stress of delivery were
randomly separated in three series of 14-16 animals re-
ceiving different low-fat diets (LFDs; 5% w/w total lipids)
for 10 weeks as schematized in Fig. 1B. Animals were
housed individually on a 12-h/12-h light/dark schedule
at 22-23°C with ad libitum access to water and food.
Lipids in lard series came exclusively from pork fat, while
lard was partially substituted with safflower oil (SAF) or
linseed oil (LIN) in SAF and LIN series, respectively.
The FA composition of the custom diets manufactured
by SSNIF (Soest, Germany) is presented in Table 1. After

Table 1—Diet and liver total FA composition
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10 weeks, half of the population of each series was used
for analyses, and the rest was challenged with an HFD
(30% w/w total lipids from lard) for an additional period
of 10 weeks. C57BL/6J transgenic fat-1 mice were gener-
ated and housed as described previously (29).

Body and Plasma Parameters

Body composition (fat mass, lean mass, and total body
water) was measured by EchoMRI (Echo Medical Systems,
Houston, TX). Plasma triglyceride (TG) and cholesterol
concentrations were determined using commercial kits
(DyaSis Diagnostics, Grabels, France). Adiponectin levels
were measured by ELISA from Merck Millipore (Darmstadt,
Germany), while leptin and insulin plasma content was
determined using a Luminex-based Bio-Plex Pro mouse
assay (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, France).

Glucose Tolerance and Insulin Tolerance Tests

For an oral glucose tolerance test (OGTT) and an insulin
tolerance test (ITT), mice respectively received an oral
load (2 g/kg) of a p-glucose solution (20% w/v) or an in-
traperitoneal injection of insulin (0.5 Ul/kg; Actrapid;
Novo Nordisk, Paris, France) after a 6-h fast. OGTTs and
ITTs were performed in the same mice within a 3-day in-
terval. Glycemia was measured at 0, 15, 30, 45, 60, 90,
and 120 min directly in blood sampled from the tail vein
with a My Life Pura Glucose Meter (Ypsomed, Paris,
France). During an OGTT, larger blood samples (25 pl)
were collected from tail in tubes containing EDTA (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany) to measure insulinemia at time 0,
15, 30, and 60 min after glucose load. Insulin levels were
determined using an Ultrasensitive Mouse ELISA Kit
(eurobio, Les Ulis, France).

Lipid and EC Analyses

For the determination of total FA composition in tissue
and diets, lipids were extracted according to the method
of Folch et al. (30). Concentrations were determined using

Diet (% total FA) Liver after early LF diet Liver after HF diet challenge

FA Lard SAF LIN Lard SAF LIN Lard SAF LIN
C14:0 21 1.2 157

C16:0 27.7 176 240 2440 056 2249 *+0.24 2536 =022 25.19"+ 0.25 25.34* = 0.36 26.23" *+ 0.35
C16:1n-7 3.1 157 26 7.69°+1.14 4.00°* 021 7.29%+ 028 438 =0.14 4.14+0.12 426"+ 0.16
C18:0 16.7 9.1 144 3712 +019 7.97°+0.54 4.83*+0.17 391 *+044 3.82*+ 043 3.92*+ 043
C18:1n-9 405 281 37.4 44.47% =019 22.75° = 0.81 35.63° + 0.67 47.75" = 1.63 46.49" = 165 4558" + 1.73
C18:2n-6 86 409 100 511®+0.09 18.0°+ 051 7.34°+0.18 592" =0.33 6.33*+044 6.68 =037
C18:3n-3 04 0.8 9.2

C20:4n-6 5.49° + 0.36 14.0° = 0.80 3.94°+0.09 523 =082 509" +0.83 5.05"+0.79
C22:6n-3 114% £ 017 2.34°+0.09 7.25°+ 013 0.27™ + 022 1.37° =022 1.99° + 0.40
n-6/n-3 223 527 14 8.722 + 0.10 13.46° = 0.73 1.03° = 0.02 8.73% + 0.63 9.34* + 0.59 6.36° + 0.50

Liver FAs are expressed as the mean + SEM (n = 7-9). Different superscript letters (a, b, c) indicate significant statistical differences
between groups after early LF diet or after HF diet challenge at P < 0.05. Values are not indicated when FA content did not reach
1 g/100 g in at least one series. *Significant statistical differences between HF diet challenge vs. corresponding early LF diet

means (P < 0.05).
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C17:0 as the internal standard, after methylation according
to the procedure of Christie (31) and separation by gas
chromatography, as previously described (32). ECs and con-
geners were purified from lipid extracts and determined by
isotope dilution liquid chromatography-atmospheric pres-
sure chemical ionization-mass spectrometry using deuter-
ated standards as described in the study by Bartelt et al. (33).

Western Blot Analysis

The isolation and quantification of total proteins from
tissues was performed as previously described (34). Briefly,
from each animal that was previously anesthetized, the
liver was isolated and immediately frozen in liquid nitro-
gen. Each tissue was subsequently washed in cold PBS
(without Ca®* and Mgz*, pH 7.4) and homogenized in a
lysis solution containing the following: 150 mmol/L NaCl,
1 mmol/L EDTA, 1% (v/v) Triton X-100, 2.5 mmol/L
sodium pyrophosphate, 1 mmol/L B-glycerophosphate,
1 mmol/L NazVO,4, 20 mmol/L Tris-HCl, pH 8, and 1%
SDS, plus protease inhibitors, at pH 7.4. Lysates were in-
cubated for 30 min at 4°C on a shaker and then were centri-
fuged for 15 min at 13,000g at 4°C. Supernatants were
transferred into clear tubes and quantified by DC Protein
Assay (Bio-Rad). Subsequently, the samples (60-80 g of
total protein) were boiled for 5 min in Laemmli SDS load-
ing buffer and loaded on 8-10% SDS-PAGE and then trans-
ferred to a polyvinylidene fluoride membrane. Filters were
incubated overnight at 4°C with the following antibodies: 1)
mouse anti-FAAH clone 4H8 (dilution 1:1,000; Sigma-
Aldrich); 2) rabbit anti-NAPE-PLD (dilution 1:2,500; Abnova,
Taipei, Taiwan); 3) rabbit anti-MAGL (dilution 1:200;
Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI). The monoclonal anti-
tubulin clone B-5-1-2 (dilution 1:5,000; Sigma-Aldrich) was
used to check for equal protein loading. Reactive bands
were detected by chemiluminescence by the use of Clarity
Western ECL substrate (Bio-Rad). Images were analyzed on
a Chemi-Doc station with Quantity One Software (Bio-Rad).

Enzyme Assays

FAAH and MAGL activity was measured as previously
described (34). In particular, 2-AG hydrolysis was mea-
sured by incubating the 10,000g liver cytosolic fraction
(100 pg/sample) in Tris-HCl 50 mmol/L, at pH 7.0 at
37°C for 20 min, with synthetic 2-arachidonoyl-[*H]-glycerol
(40 Ci/mmol; ARC, St. Louis, MO) properly diluted with
2-AG (Cayman Chemicals) to the final concentration of
10 wmol/L. The amount of [*H]-glycerol produced was
measured by scintillation counting of the aqueous phase
after extraction of the incubation mixture with 2 volumes
of CHCls/CH3;0H (1/1; v/v). AEA hydrolysis was mea-
sured by incubating the 10,000g liver membrane fraction
(70-100 pg/sample) in Tris-HCI 150 mmol/L, at pH 9-10
at 37°C for 30 min, with synthetic N-arachidonoyl-[MC]-
ethanolamine (55 mCi/mmol; ARC, St. Louis, MO) prop-
erly diluted with AEA (Tocris Bioscience, Avonmouth,
Bristol, U.K) to the final concentration of 2 wmol/L.
The amount of [*“C]-ethanolamine produced was mea-
sured by sdntillation counting of the aqueous phase.
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Activities were calculated in picomoles of substrate hydro-
lyzed X minutes X milligrams of protein.

RT-PCR

Total mRNAs from tissues were extracted with Tri-Reagent
(Euromedex, Souffelweyersheim, France), and 1 pg of
RNA was reverse transcribed using the Iscript cDNA Kit
(Bio-Rad). Real-time PCR was performed as described pre-
viously (6) using a StepOnePlus Real-Time PCR System
(Life Technologies, Saint-Aubin, France). Primer sequences
used for amplification are indicated in Supplementary
Table 1. For each gene, a standard curve was established
from four cDNA dilutions (1:10 to 1:10,000) and used to
determine the relative gene expression variation after nor-
malization with the geometric mean of three housekeep-
ing genes (TATA box binding protein, L38, and 18S).

Statistical Analysis

Results are expressed as the means = SEM. Data were
analyzed statistically using two-way ANOVA followed by
the Tukey post hoc test, or using the Student t test. Dif-
ferences were considered significant at P < 0.05.

RESULTS

Liver Total FA Composition

Lard used for the preparation of the LFD was partially
replaced by SAF or LIN to modify the proportions of LA and
a-LNA, while limiting background variations. In this way, the
final n-6/n-3 FA ratios in lard, SAF, and LIN diets were 22,
53 and 1, respectively (Table 1). The impact of 10 weeks of
feeding with the different LFDs was estimated through the
analysis of total liver FA composition (Table 1). As expected,
when compared with lard, the SAF diet increased the propor-
tions of LA and AA in liver lipids at the expense of C18:1n-9,
while LIN induced an increase in DHA. This resulted in
strong alterations of tissue n-6/n-3 FA ratios. After challeng-
ing the animals with a 30% lard oil diet for 10 weeks, the
liver SAF and LIN FA profiles became very close to that of the
lard diet. Nevertheless, the n-6/n-3 FA ratio in liver LIN
remained slightly lower than those for lard and SAF.

Tissue EC Levels

Switching the n-6/n-3 FA ratio from 53 to 1 in the diet
(SAF vs. LIN diet) affected both AEA and 2-AG tissue levels
in the liver (Fig. 2). By comparing the SAF group with the
lard group, we aimed to reflect the impact of a specific
elevation of LA levels on tissue EC contents. Elevating di-
etary LA levels increased only 2-AG levels in the liver. Like-
wise, the specific impact of the elevation of n-3 FA levels in
the diet on EC levels was estimated by comparing the LIN
group with lard group. In these conditions, AEA levels were
significantly lower in the liver of LIN mice compared with
lard mice, while the same trend was observed for 2-AG. In
other tested tissues (Supplementary Fig. 1), a huge nutri-
tional alteration in the n-6/n-3 FA ratio in the diet always
significantly reduced AEA levels, except for the visceral ad-
ipose tissue (VAT). The levels of 2-AG were concomitantly
reduced in brain and muscle but was not modified in sub-
cutaneous adipose tissue (SCAT) or in VAT.
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Figure 2—Effect of early diets and later HFD challenge on liver AEA and 2-AG contents. Three-week-old mice were fed a 5% lipid diet
containing lard, lard plus SAF, or lard plus LIN for 10 weeks (early LF diet). Then all mice were challenged with a 30% lard diet for 10
additional weeks (HF diet challenge). Results are expressed as the mean = SEM (n = 4-6). Different superscript letters (a, b, c) indicate
significant statistical differences between groups after early LF diet or after HF diet challenge at P < 0.05. *Significant statistical differences
between HF diet challenge and corresponding early LF diet means (P < 0.05).

Whatever the early diet that was administered, feeding
the HFD raised liver AEA and 2-AG levels (Fig. 2). However,
the increase was not significant for 2-AG in SAF series be-
cause levels were already elevated at the end of the LFD. EC
levels were also generally increased after the HFD in brain,
VAT, and muscle. Otherwise, SCAT appeared to be differently
influenced by the HFD regardless of the early diet, as sug-
gested by the decrease in EC levels (Supplementary Fig. 1).

Transcriptomic and Proteomic Analysis of ECS
Transcriptomic and proteomic analysis of the ECS are
presented in Figure. 3A-C. Data concerning FAAH and
MAGL, which mainly hydrolyze AEA and 2-AG, respec-
tively, indicated that the liver protein levels and activity
of MAGL were more influenced by the composition of the
early diet than those of FAAH. In particular, both the pro-
tein levels and activity of MAGL were reduced by the SAF
diet compared with other diets, which is in accordance with
the higher levels of 2-AG in this group. Protein levels of
NAPE-PLD, which is involved in the formation of AEA,
were also reduced by the SAF and LIN diets compared
with the lard diet. Regarding CBI1R, liver mRNA levels
were unchanged, whatever the diet.

Challenging mice with a 30% lard diet induced a more
pronounced alteration of liver enzymes linked to ECS. Data
related to FAAH indicated a strong downregulation, while
NAPE-PLD levels were increased, suggesting an inverse
regulation of EC degradation and biosynthetic pathways in
favor of an elevation of AEA levels. The HFD concomitantly
induced the mRNA expression of CB1R in the liver for all
groups. Interestingly, the impact of the HFD sometimes
appeared to depend on the nutritional history. In partic-
ular, CBIR mRNA expression was lower in the LIN group
compared with the SAF group, and FAAH protein levels
were higher in the LIN group than in the lard group.

Body Composition, Plasma Parameters, and Glycemic
Control

Body weight and fat pad relative mass measured at the end
of the early LFD did not differ among the three groups

(Table 2). Nevertheless, LIN induced a significant decrease
in total fat mass, as determined by EchoMRI. The particu-
lar sensitivity of the liver to the different early diets was
indicated by the decrease in relative mass and lipid content
induced by SAF and LIN compared with lard. Similarly, mus-
cle lipids were also the highest for the lard group (data not
shown). As expected, total body fat, fat pad weight, and
tissue lipid levels were increased after the HFD challenge,
but no differences were observed among groups.

Early feeding with SAF and LIN experimental diets
improved some important plasma parameters related to
glucose and lipid homeostasis compared with lard (Table
2). Notably, fasting triglyceridemia and cholesterolemia
were reduced after the SAF and LIN diets. Although these
diets did not affect glycemia, insulin levels in these groups
were higher than those in lard group, suggesting a possi-
ble impairment of B-cell function by early and prolonged
exposure to a lard diet. Interestingly, levels of plasma
adiponectin were significantly higher in animals eating a
LIN diet than in those eating a lard diet, pointing out a
putative impact of n-3 FA on adipose tissue metabolism.
Data relative to glycemic control (Fig. 4A and B) showed
that only the LIN diet exerted slight changes on glucose
clearance after oral glucose load or insulin administration.

As expected, HFD challenge induced marked variations in
most of the metabolic parameters measured (Table 2).
Glycemia, cholesterolemia, insulinemia, and adiponectin and
leptin levels increased in all groups. The slight hyperglycemia
associated with the compensatory hyperinsulinemia
reflected the onset of an insulin-resistant state, no mat-
ter which early diet was consumed. However, calcula-
tions derived from OGTT results and insulin response
(DIy_15/DGg_15 [ratio of insulin production to glucose
load] and DI, [oral disposition index]) suggested an alter-
ation in B-cell function for mice fed with the lard diet
only (Table 2). Data also revealed that animals fed with
the diet enriched in n-3 FA over the 10 weeks after wean-
ing had higher plasma adiponectin levels and better gly-
cemic control after HFD challenge. Notably, OGTT, ITT,
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Figure 3—Effect of early diets and later HFD challenge on the regulation of proteins involved in liver ECS activity. Three-week-old mice
were fed a 5% lipid diet containing lard, lard plus SAF, or lard plus LIN for 10 weeks (early LF diet). Then all mice were challenged with a
30% lard diet for 10 additional weeks (HF diet challenge). A: Gene expression analysis of CB1R, NAPE-PLD (denoted as NAPE), and FAAH.
B: Representative immunoblots of liver protein analysis of FAAH, NAPE-PLD (denoted as NAPE), and MAGL with graphic densitometry
quantification. C: FAAH and MAGL activity measured in four separate samples, as described in RESEARCH DESIGN AND METHODS. Results are
expressed as the mean + SEM (n = 4-6). Different superscript letters (a, b, c) indicate significant statistical differences between groups after
early LF diet or after HF diet challenge at P < 0.05. *Significant statistical differences between HF diet challenge and corresponding early LF
diet means (P < 0.05). a-tub, a-tubulin; CON, control.
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Table 2—Body composition and plasma parameters

After early LF diet After HF diet challenge

Lard SAF LIN Lard SAF LIN

(h=7) (n=7) (n=7) (h=7) (n=9) (h=7)
BW (g) 227 =074 228047  235=+074 35.4* + 1.60 36.3" + 2.13 36.4* + 1.63
Liver (% of BW) 443° + 007 361°+0.10 3.61°+ 007 4.00 + 0.19 417 + 0.25 3.78 + 0.22
PVAT (% of BW) 219017 223+=008 234 +017 6.19 + 0.34 591 + 0.42 6.33 + 0.29
ISCAT (% of BW) 133+ 007 1.02°+004 1.16°* 0.06 2.74 + 0.28 2.84 + 0.31 2.82 + 0.18
Fat mass (% of BW) 13.9° = 046 1482 =095 129°+027 333 + 173 33.4* + 243 34.3* + 1.88
TGs (mg/mL) 043% +0.04 027°+003 0.29° + 0.04 0.27* + 0.02 0.32 + 0.03 0.28 + 0.02
Cholesterol (mg/mL)  1.30° + 0.06 1.17° =009  1.07° + 0.12 168" + 0.12 1.71* * 0.12 1.69" + 0.05
Adiponectin (ug/ml) 15.5% + 217 20.9° = 307 22.3°+259  28.66™ = 169 31.75% = 161 3554> + 2.16
Leptin (pg/mL) 401 =266 161 =105  21.0 =101  526.4* = 1291  890.5" = 156.1 622.6* + 141.3
Insulin (pg/mL) 254° + 154 108.3° + 36.0 131.5° =627 7155 + 168.3  837.0' + 1515 755.9" + 119.2
Glucose (g/L) 176 =006 170 =002  1.63 +0.10 207" + 0.14 2.09* + 0.11 1.97* + 0.08
HOMA-IR 20.0% + 2.63 22.7° =340  154°° + 198
Dlg.15/DGo1s —176° + 220 2,344° + 646 1,993° = 504
Dlo —0.002° + 0.005 0.056° + 0.014 0.060° = 0.013

All parameters except glucose levels were measured from blood and tissue samples collected on the day of sacrifice from overnight-
fasted animals. Glucose levels and calculations were determined from blood samples collected during OGTT experiments initiated with
animals fasted for 6 h. BW, body weight; Dly _15/DGg_1s, insulin production to glucose load (wlU/mmol); Dlg, oral disposition index
(mmol~") = (Dly-15/DGq_15)*1/fasting insulin; HOMA-IR, fasting glucose (mmol/L)*fasting insulin (wlU/L)/22.5; iSCAT, inguinal subcuta-
neous adipose tissue; pVAT, periepididymal adipose tissue. Results are expressed as the mean + SEM (n = 7-9). Different superscript
letters (a, b, c) indicate significant statistical differences between groups after early LF diet or after HF diet challenge at P < 0.05.
*Significant statistical differences between HF diet challenge and corresponding early LF diet means (P < 0.05).

and HOMA-IR results were improved in the LIN group
compared with the other groups (Fig. 4C and D and Table
2). In addition, tp_30min insulin production in response to
glucose load was also significantly higher in the LIN group
than in the lard group (Fig. 4E).

Expression of Genes Related to Carbohydrate and
Lipid Metabolism in the Liver
The fact that early feeding with LIN induced long-lasting
positive effects on glycemic control prompted us to study
the impact of the different diets on the expression of
genes related to carbohydrate and lipid metabolism in the
liver (Fig. 5). Thus, early feeding with the LIN diet signif-
icantly decreased mRNA levels of the key gluconeogenic
enzyme genes PEPCK and glucose-6-phosphate (G6P), as
well as that of glucokinase gene (GCK), FA synthase (FAS),
stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1), and the transcription
factor CREBH, compared with the lard group. Data also
revealed that young mice fed with the diet exclusively
containing lard as a lipid source showed the highest
mRNA expression of FAT/CD36 (FA translocase) and LPL
genes related to FA uptake. This observation also applied to
tumor necrosis factor-a (TNF-a) mRNA levels, suggesting
an elevated liver inflammatory status in the livers of mice
eating the lard diet, which was decreased by the SAF and
LIN diets.

Whatever the early diet, feeding mice with HFD-induced
changes in the expressions of genes responsive to insulin,
such as PEPCK and GCK, which were, respectively, decreased

and increased. We further noticed that mice prefed with the
LIN diet showed lower expression of several genes after
HEFD challenge compared with other diets, suggesting that
the addition of n-3 FA in the early diet may induce biological
imprinting mechanisms controlling gene expression. In this
way, PEPCK, CREBH, LPL, and TNF-a mRNA levels were
lower in the LIN group than in the SAF and lard groups.

EC Levels and Gene Expression in Fat-1 Mice Liver
For further insight into the impact of n-3 FA tissue
enrichment on ECS tone, we measured EC content in the
livers of Fat-1 mice (Fig. 6). These transgenic animals are
able to endogenously synthesize n-3 FA from n-6 FA and
consequently exhibit high levels of n-3 FA in their tissues.
Interestingly, EC levels were strongly reduced in Fat-1
mouse livers (Fig. 6A). We also found that the expression
of FAAH, PEPCK, G6P, and FAS genes was lower in Fat-1
than in wild-type mice (Fig. 6B).

DISCUSSION

The objective of this study was twofold. First, we explored
whether early exposure to a diet enriched in n-3 or n-6 FA
could concomitantly influence EC tone in several mouse
tissues and metabolic parameters, with particular atten-
tion to the liver, which is considered to be the most
vulnerable organ after nutritional programming during
the perinatal period. Second, we examined the long-term
effects of these postnatal nutritional manipulations by
examining whether they were associated with alterations
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Figure 4—Effect of early diets and later HFD challenge on glycemic control. Three-week-old mice were fed a 5% lipid diet containing lard,
lard plus SAF, or lard plus LIN for 10 weeks (early LF diet) and were subjected to an OGTT (2 g/kg) (A) and an ITT (0.5 IU/kg) (B). Then all
mice were challenged with a 30% lard diet for 10 additional weeks (HF diet challenge) and subjected to an OGTT (C) and an ITT (D). E:
Plasma insulin appearance after oral glucose load (2 g/kg) was determined after HF diet challenge. Results are expressed as the mean + SEM
(n = 7-9). "P < 0.05, LIN vs. lard and SAF. 1P < 0.05, LIN vs. SAF. $P < 0.05, LIN vs. lard. AU, arbitrary units; AUC, area under the curve.

of metabolic parameters in response to a later HFD
challenge. Our data indicate in particular that exposure
to an n-3 FA-enriched diet at an early age induces a
marked reduction in liver ECS activity associated with
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an alteration of key enzymes involved in liver carbohy-
drate and lipid metabolism. In addition, we observed
that some of the liver gene expression modifications
induced by n-3 FA feeding in the first weeks of life
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Figure 5—Expression of genes related to carbohydrate and lipid metabolism in the liver. Three-week-old mice were fed a 5% lipid diet
containing lard, lard plus SAF, or lard plus LIN for 10 weeks (early LF diet). Then all mice were challenged with a 30% lard diet for
10 additional weeks (HF diet challenge). The results are expressed as the mean + SEM (n = 6-9). Different superscript letters (a, b) indicate
significant statistical differences between groups after early LF diet or after HF diet challenge at P < 0.05. *Significant statistical differences
between HF diet challenge vs. corresponding early LF diet means (P < 0.05).

persisted after HFD challenge and were associated with consumption elevates tissue EC levels and is associated
an improved glycemic control. with metabolic alterations. Here, some important issues

A recent series of studies carried out by Alvheim et al. concerning the impact of dietary FA, and particularly n-3
(11,12,14) highlighted the importance of the dietary LA FA, on ECS activity were also emphasized. First, we ob-
on EC tone. These works demonstrated that excessive LA served that the substitution of 0.5% lard for LIN in the
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Figure 6—AEA and 2-AG contents and expression of genes related to the ECS and the carbohydrate and lipid metabolism in the livers of
Fat-1 mice. A: Liver AEA and 2-AG contents. B: Gene expression analysis. Results are expressed as the mean = SEM (n = 5). *Significant

statistical differences between groups at P < 0.05. WT, wild type.

early diet was sufficient to decrease EC levels in brain,
liver, and muscle. Because EC tissue levels were generally
decreased when the diet was enriched in a-LNA, regard-
less of changes in LA levels, it might be suggested that

EC synthesis is more influenced by n-3 than n-6 dietary
FA. The fact that increasing the amount of LA in the diet
while a-LNA levels remained constant did not induce a
marked variation in EC levels also supports this assumption.
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In line with this, the decrease in liver AEA level induced
by long-term administration of LIN compared with lard
could not be due to a net decrease in the supply of n-6
biosynthetic precursors of EC because LA levels were in
the same range in the two diets. Instead, competition
between n-6 and n-3 FA for elongation and desaturation
steps may be crucial for EC synthesis in these conditions.
We also found here that early dietary n-3 FA reduces EC
levels in the brain and the skeletal muscle. Decreases in
both AEA and 2-AG, with the former persisting after
HED challenge, were observed in the LIN group com-
pared with the SAF group. On the whole, these findings,
in agreement with previous data in adult mice (35)
and rats (34,36), confirm that early dietary interventions
based on n-3 FA, might constitute an alternative strategy
to “global” CB1R blockers to reduce ECS overactivity and,
subsequently, various parameters of the metabolic syn-
drome, while possibly limiting the consequences on brain
function.

Animals from the lard series were fed with a 5% lipid
diet, consisting mainly of long chain-saturated and mono-
unsaturated FA (MUFA), and were initially prone to the in-
duction of metabolic disorders related to IR. So it was not
surprising to observe that replacing part of the lard with
SAF or LIN in the diet was able to limit the alterations
of some metabolic parameters, such as triglyceridemia,
cholesterolemia, and liver and muscle lipid content,
which is in agreement with previous studies (37). The
lower insulin levels observed in lard compared with SAF
and LIN mice may also represent an impairment of (3-cell
function induced by prolonged exposure to saturated FA
(38). However, a notable finding from this work is that
only the diet enriched with a-LNA induced specific
changes in the liver expression of genes involved in glu-
coneogenesis and de novo lipogenesis. Thus, the LIN diet
decreased PEPCK, G6P, and GCK mRNA levels, suggesting
a slowing down of liver glucose production. Molecular
data also indicated that dietary n-3 FA reduces the liver
expression of SCD1 and FAS, suggesting a decrease in FA
de novo synthesis, which was further illustrated by the
lower liver lipid content observed in this group. These
findings concur with those of other studies (39,40) show-
ing an inhibitory effect of n-3 FA on gluconeogenesis and
de novo lipogenesis, two key actors in IR setup. Although
the changes were not statistically significant, the LIN
diet also tended to improve glucose and insulin tolerance
compared with the lard diet, suggesting that stronger
positive effects of the diet might have occurred with longer
treatment.

Our findings are reminiscent of those observed in
Fat-1 transgenic mice, which can endogenously synthe-
size n-3 FA from n-6 FA, and consequently show elevated
levels of DHA in the liver compared with wild-type mice.
They also appear to be protected from HFD-induced
glucose intolerance, dyslipidemia, and liver steatosis
(10,41). A recent study (28) indicated that Fat-1 mice
display reduced capacity for gluconeogenesis and lipid
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synthesis, as suggested by the low hepatic protein ex-
pression of PEPCK, G6P, acetyl-CoA carboxylase (ACC),
and FAS in the liver. Interestingly, in addition to confirming
lower mRNA levels of these enzymes, we demonstrated that
AEA and 2-AG levels are also strongly reduced in the livers of
Fat-1 mice.

The observation that tissue enrichment with n-3 FA
(by dietary or transgenic manipulation) induces a signif-
icant decrease in ECS tone in the liver and muscle supports
the possible existence of a direct causal link between the
decrease in EC tone induced by LIN diet and the improve-
ment of metabolic parameters observed in our study. The
role of the ECS in regulating glucose homeostasis is well
known (19,42-44). In particular, studies using liver-specific
CB1R knock-out mice demonstrated that hepatic CB1R
activation is both necessary and sufficient to account for
diet-induced hepatic IR (42). In primary hepatocytes, direct
CB1R activation was found to induce glucose production by
increasing the expression of CREBH and gluconeogenic
genes (19). CREBH is a liver-specific transcription factor
recently described as a crucial actor in the regulation
of hepatic glucose metabolism in mammals. CREBH has
been shown to be induced by fasting or insulin-resistant
states in rodents and to activate the transcription of
PEPCK or G6Pase gene. Consistent with this, we observed
that mice fed with the LIN diet show low levels of PEPCK,
G6P, and CREBH, which are associated with a reduced
activity of the ECS in the liver. Therefore, it is conceivable
that the low gluconeogenic gene expression observed in
the livers of these mice is mediated by reduced CREBH
expression observed in response to the decrease in EC
tone induced by n-3 FA exposure.

Liu et al. (45) have recently proposed a functional link
between the ECS and de novo lipogenesis pathways that
could also apply to our findings. The authors identified
hepatic MUFAs generated via SCD1 as endogenous in-
hibitors of FAAH in the liver, and thereby as being re-
sponsible for elevated hepatic levels of AEA. Here, the
addition of LIN to the diet increased n-3 FA levels in liver
lipids without depressing n-6 FA levels, but decreased the
C18:1/C18:0 ratio, suggesting that part of the effects might
be due to desaturase activity modification. Thus, the low
AEA levels observed in the liver of LIN mice could result
from the downregulation of FAS and SCD1 gene expression,
and by low liver MUFA production, which in turn would in-
crease the degradation of AEA by FAAH. The increase in ECS
activity induced by HFD challenge is also in agreement with
the potential impact of MUFA on EC biosynthesis. Thus,
long-term administration of the lipogenic diet might have
increased NAPE-PLD levels and decreased FAAH activity,
thus leading to higher AEA levels.

Altogether, our results suggest that decreasing ECS
activity by introducing n-3 FA into the early diet induces
liver gene expression changes that may contribute to
carbohydrate and lipid metabolism improvements. The
reduction in fat mass expansion observed in LIN mice also
suggests a general amelioration of energy homeostasis.
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It is widely accepted that the nutritional environment
and weight gain in the first years of life are associated
with the risk of developing metabolic disorders. It has
been shown that during the postnatal period, metabolic
imprinting may occur and create a predisposition to an
early onset and aggravation of metabolic disorders in-
duced by exposure to HED later in life (46). In the current
study, the impact of early diets on the susceptibility to
develop metabolic disorders induced by a subsequent HFD
was tested by challenging mice with a 30% lard-based diet
for 10 weeks. Evidence has accumulated indicating a tonic
overactivation of ECS after HFD-induced obesity (14,35,47).
Nevertheless, data from the literature (12,14,48) also sug-
gest that the effect of HED feeding on peripheral EC levels
may depend on the FA composition of the diet. In the
current study, we consistently observed that tissue EC
contents were generally higher after long-term adminis-
tration of an HFD, whatever the early LED. Liver tran-
scriptomic and proteomic analyses related to the ECS
also supported a stimulatory effect of HFD on EC tone,
as indicated by the marked increase in NAPE-PLD and
CB1R expression along with the concomitant decrease in
FAAH expression and activity. However, an important
finding concerns EC levels in the inguinal AT, which
were lowered in all groups after HEFD challenge, which
is in agreement with previous works (47,49) concerning
the impact of HFD on adipose depots of both rodents
and humans. Because leptin and insulin were strongly
increased after HFD challenge, it might be suggested
that the decrease in SCAT EC levels is due to the action
of these hormones on EC production, as previously
shown (50,51). This possibility implies that our dietary
conditions did not yet alter SCAT metabolism to such a
degree that it became resistant to hormonal control. The
fact that adiponectin levels were increased by eating an
HFD suggests that fat depots still had the capacity to
expand by recruiting new adipocytes. Indeed, adiponec-
tin production is suppressed as adipocytes become hy-
pertrophic and macrophages infiltrate the tissue (52).
So, it would be informative to determine whether ECS
activity is still decreased in other, more severe, models of
obesity in which the SCAT shows excessive hypertrophy
and metabolic stress.

Feeding mice with 30% lard caused metabolic disorders
that are typically attributed to diet-induced obesity in-
dependent of the postnatal nutritional history. However,
the metabolic consequences were somehow limited, likely
because of the total lipid content and the duration of the
diet, which were not elevated. Thus, mice became fatter,
and showed liver TG accumulation, hyperinsulinemia,
hyperleptinemia, slight hyperglycemia, and hypercholes-
terolemia. While the differences concerning liver EC tone
and lipid composition induced by the LIN early diet did
not persist after HFD challenge, interestingly, we ob-
served better glucose tolerance in these animals compared
with the lard and SAF groups. Data further suggest that
the better glycemic control observed in mice fed the early
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LIN diet was not dependent on B-cell function but rather
was associated with an improvement in insulin sensitiv-
ity. This may be closely related to the reduced expression
of some key genes involved in lipid and carbohydrate
homeostasis in the liver of LIN-fed mice. Although dif-
ferences were not always quite statistically significant for
genes taken individually, the concomitant decrease in CBIR,
PEPCK, G6P, CREBH, FAS, SCD1, SREBP1c, FAT/CD36,
LPL, and TNF-a mRNA levels collectively suggests the
existence of a metabolic imprinting set up by the early
n-3 FA exposure period.

In conclusion, our results strongly support the possibil-
ity that early dietary n-3 FA induces a decrease in liver EC
tone, giving rise to modifications persisting later in life and
promoting resistance toward metabolic complications in-
duced by an obesogenic diet. These findings support the
emerging notion that dietary n-3 FA could be an alternative
strategy to drug use to reduce the overactivity of peripheral
ECS, and consequently to improve or prevent metabolic
disorders related to obesity.
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ECOLE DOCTORALE
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Role des récepteurs aux cannabinoides 1 (CB1R) du tissu adipeux sur la lipolyse et conséquences sur le
métabolisme glucido-lipidique de la souris.

Mots clés : Obésité, Insulinorésistance, Systeme Endocannabinoide, Tissu Adipeux, Lipolyse, Métabolisme glucido-lipidique

L’obésité s’accompagne d’une dérégulation de la lipolyse responsable d’une libération excessive d’Acides Gras Libres (AGL)
qui sont des acteurs majeurs dans la mise en place de la résistance périphérique a I’insuline. En paralléle, il est maintenant bien
établi qu’au cours de l’obésité, une altération de 1’activité du Systéme EndoCannabinoide (SEC) dans plusieurs tissus
métaboliques est observée. S’il est bien décrit que I’hyperactivation de ce systéme au sein du Tissu Adipeux (TA) favorise son
expansion, les conséquences sur la lipolyse adipocytaire restent a déterminer.

Ces travaux de theése ont pour objectif principal de préciser le role du SEC dans la régulation de la lipolyse. Pour cela, ’AEA,
un agoniste des récepteurs aux cannabinoides 1 (CB1R) et le JZL195, un inhibiteur des enzymes de dégradation des
endocannabinoides, ont été utilisés in vivo chez la souris et in vitro sur un modé¢le d’explants pour augmenter le tonus
endocannabinoide dans le TA et en mesurer les conséquences sur 1’activité lipolytique. Ensuite, les effets du blocage du SEC sur
la lipolyse ont été étudiés chez la souris obése par ’utilisation d’un antagoniste spécifique des CB1R, le Rimonabant.

Ces travaux montrent que ’activation du SEC adipocytaire dans des conditions d’insulinémie élevée (période postprandiale)
conduit a une altération du signal insulinique et & une perte de son effet antilipolytique favorisant le relargage d’AGL et pouvant,
a terme, conduire a des effets délétéres sur les tissus périphériques. A I’inverse, lorsque les voies de signalisation a 1’insuline
sont peu actives comme c’est le cas au cours du jefline, la stimulation du SEC s’accompagne d’une activation de la voie PI3K/Akt
freinant la lipolyse induite par le jeline et favorisant ainsi le stockage des lipides et I’expansion du TA. Cette situation
expérimentale est comparable a celle rencontrée au cours de I’obésité qui est associée a la fois, a une faible activité de la voie
PI3K/Akt (résistance a I’insuline) et a une hyperactivation du SEC. Le blocage des CB1R par le Rimonabant chez la souris
obése, conduit a une stimulation importante de la lipolyse qui semble dépendre d’une activation de 1’adénylate cyclase. Etant
donné qu’un traitement par le Rimonabant s’accompagne également d’une augmentation du catabolisme des acides gras, il est
raisonnable de penser que dans ces conditions, les AGL libérés n’exercent pas leurs effets délétéres

En conclusion, ces travaux suggérent que I’activation du SEC participe a I’installation d’une résistance a I’insuline dans le TA
qui pourrait, a plus long terme, s’étendre aux tissus périphériques via les effets lipotoxiques des AGL issus de la lipolyse. Au
cours de I’obésité, I’association d une insulinorésistance et d un tonus endocannabinoide élevé favoriserait le stockage des lipides
et ’expansion de la masse grasse. Au final, le blocage ciblé des CBIR du TA pourrait constituer une piste thérapeutique
intéressante pour lutter contre les dérégulations métaboliques associées a 1’obésité.

Role of adipose tissue cannabinoid receptor 1 (CB1R) on lipolysis and consequences on lipid and
carbohydrate metabolism in mice

Key words: Obesity, Insulin Resistance, Endocannabinoid System, Adipose Tissue, Lipolysis, Lipid and carbohydrate
metabolism.

Obesity is accompanied with lipolysis deregulation responsible for excessive Free Fatty Acid (FFA) release, which are key actors
in the implementation of peripheral insulin resistance. In parallel, it is now well established that obesity is associated with
EndoCannabinoid System (ECS) activity dysfunction in several metabolic tissues. If it is well described that overactivation of
this system in the Adipose Tissue (AT) is favourable to its expansion, the consequences on lipolysis remain to be elucidated.
The main objective of this thesis work was to precise the role of ECS on lipolysis regulation. To achieve this, AEA, a cannabinoid
receptor 1 (CB1R) agonist and JZL195, an inhibitor of the enzymes responsible for the degradation of endocannabinoids, were
used, in vivo in mice and in vitro on an explant model, to increase the endocannabinoid tone in the AT and analyse the
consequences on lipolytic activity. Then, ECS blockade effect on lipolysis was studied in obese mice by using a specific CB1R
antagonist, Rimonabant.

This work demonstrates that activation of ECS under high insulinemia condition (postprandial state) alters insulin signalling
limiting its antilipolytic effect and increasing FFA release which can ultimately be deleterious for peripheral tissues. Conversely,
when insulin signalling pathways are weakly activated, as it is the case during fasting, ECS activation comes with PI3K/Akt
activation impeding fasting induced lipolysis and promoting lipid storage and AT expansion. This experimental situation
resembles that encountered in obesity which is associated, both with low activity of PI3K/Akt pathway (insulin resistance) and
ECS overactivation. CB1R blockade by Rimonabant in obese mice lead to a strong stimulation of lipolysis which seems to be
dependent on adenylate cyclase activation. Considering that Rimonabant treatment was also reported to be associated with
improved fatty acid catabolism, it can be advanced that FFA released in excess in these conditions, do not have deleterious
effects.

In conclusion, this work suggests that ECS activation is involved in the onset of AT insulin resistance which ultimately could
indirectly affect peripheral tissues via lipolysis derived FFA lipotoxicity. During obesity, the association of insulin resistance
and ECS tone elevation would promote lipid storage and AT expansion. Finally, AT CB1R specific blockade could constitute
an interesting therapeutic target limiting metabolic deregulations linked to obesity.
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